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B
Bcl-2 : B-cell lymphoma 2.
BCOR/BCLR : BCL6 Corepressor.
C
CCNB3 : Cyclin B3 gene.
CCS : Clear Cell Sarcoma.
CD : Cluster of Differentiation.
CDK4 : Cyclin Dependent Kinase 4.
CGH-array : Comparative Genomic Hybrdization array.
CHU : Centre Hospitalier Universitaire.
CIC : Capicua transcriptional repressor.
COLA1/COL1A1 : Collagen Type | Alpha 1 chain.
CREBI1 : Cyclic AMP-Responsive Element-Binding Protein 1.
CSMES : Chondrosarcome Myxoide Extra-Squelettique.
D
D : 3.3-Diaminobenzidine HCI.
DAPI : 4’, 6-Diamidino-2-Phenylindole.
DBD : DNA-Binding Domain.
DDIT3 : DNA Damage Inducible Transcript 3.
DFSP : Dermatofibrosarcome Protubérant.
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DKK1
DSRCT

: Dickkopf-T1.

: Desmoplastic Small Roud Cell Tumour : tumeur desmoplastique a

petites cellules rondes.

DUX4

EBV
ELS
EMA

EORTC- STBSG

: Double Homeobox Protein 4.

E

. Epstein-Barr Virus.
: Ewing-like sarcoma: sarcoma de type Ewing.
. Epithelial Membrane Antigen.

: European Organisation for Research and Treatment of Cancer- Soft

Tissue and Bone Sarcoma Group.

ERG
ES
ESMO
ETS
ETV4
ETV6
EWSRT

F
FFPE

en paraffine.

FISH

FLIT
FNCLCC
FOXOTA
FUS

GIST

intestinales.

H
H20d
HES
HMGCA2

: ETS Related Gene.

: Ewing sarcoma : Sarcome d’Ewing.

: European Society of Medical Oncology.
: Erythroblast Transformation-Specific.
: ETS Translocation Variant 4.

: ETS Translocation Variant 6.

: Ewing sarcoma breakpoint region 1.

F

: Femme.

: Formalin Fixed and Paraffine Embedded : fixés au formol et inclus

: Fluorescent In Situ Hybridization : hybridation in situ fluorescente.
: Friend leukaemia virus integration 1 transcription factor.

: Fédération nationale des centres de lutte contre le cancer.

: Forkhead Box O1 A.

: Fused in sarcoma.

G

Gastrointestinal Stromal Tumor: tumeurs stromales gastro-

: Homme

: H20 déminéralisé.

: Hématoxyline, Eosine, Safran.

: High Mobility Group AT-Hook 2.
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HR : Hazard Ratio: risque relatif.
I
IC : Intervalle de Confiance.
IGFR . Insulin-like Growth Factor Receptor.
IHC : Immunohistochimie.
INIT . Integrase Interactor 1.
K
Ki-67 : MKI67 : marqueur de prolifération Ki-67.
L
LS . Liposarcome.
LSBD : Liposarcome Bien-Différencié.
LSDD . Liposarcome Dédifférencié.
LSM : Liposarcome Myxoide.
M
MDM?2 : Mouse Double Minute 2.
MPNST : Malignant Peripheral Nerve Sheat Tumour : tumeur maligne des

gaines des nerfs périphériques.

mTOR : Mammalian Target Of Rapamycin.
N
N : Nombre
NAB2 : NGFI-A Binding Protein 2 gene.
NCCN : National Comprehensive Cancer Network.
NF1 : Neurofibromin 1.
NGS : Next generation Sequencing.
NKX2.2 : NK2 Homeobox 2.
NP40 : Nonionic Polyoxyethylene 40 surfactant.
NR4A3 : Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 3.
NTRK3 : Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor Type 3.
NUTMI : Nuclear protein in testis Midline Carcinoma Family Member 1.
NY-ESOT1 : New York Esophageal Squamous Cell Carcinoma-1.
O
OMS : Organization Mondiale de la Santé.
P
P . Pipette.
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P%

P16

P53
PAX3
PAX7
PBS
PBX1
PCR
PDGFB
PDGFRA
PFS

PI13- kinase
POUSF1
PPAR
PTEN

Qsp

RBIT

RCP
RMS
RT-PCR

: Pourcentage.

: Protéine 16.

: Protein 53.

: Paired Box 3.

: Paired Box 7.

: Phosphate-Buffered Saline.

: Pre-B-cell eukemia Homeobox 1.

: Polymerase Chain Reaction.

: Platelet Derived Growth Factor subunit B.

: Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha.
: Progression Free Survival.

: Phosphoinositide 3-kinases.

: POU Domain, class 5, transcription Factor 1.
: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor.

: Phosphatase and Tensin homolog.

Q

: Quantité suffisante pour.

R

: Retinoblastoma 1.
: Réunion de concertation pluridisciplinaire.
: Rhabdomyosarcome.

. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

chaine par polymérase avec transcription inverse.

SAS
SFT
SI
SNP
SPSS
SS
SS18
SSC
SSPM
SSR

S

: Sarcoma-Amplified Sequence.

: Solitary fibrous tumour : tumeur fibreuse solitaire.
: Sarcome indifférencié.

: Single nucleotide polymorphism.

: Statistical Package for the Social Sciences.

: Synovialosarcome.

: Synovial Sarcoma gene on chromosome 18.

: Saline-Sodium Citrate.

: Survie Sans Progression Métastatique.

: Survie sans récidive.

: Réaction en
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STAT6
STM

TEF3
TLA
TLE-1
TLS
TMA
TPM3

UPS

WNT
WTI1

ZNF444

: Signal Transducer and Activator of Transcription 6.

: Sarcomes des tissus mous.

T

: Transcription Factor For Immunoglobulin Heavy-Chain Enhancer 3.
. tumeur lipomateuse atypique.

: Transducin-Like Enhancer Of Split 1.

: Translocated in Liposarcoma.

: Transcription Mediated Amplification.

: Tropomyosin 3.

U

: Undifferentiated pleomorphic sarcoma.

w

: Wingless-Type MMTYV integration site family.

: Wilms’ Tumor Gene 1.

Z

. Zinc Finger protein 444 gene.
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INTRODUCTION
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Les sarcomes des tissus mous sont des tumeurs mésenchymateuses rares
puisqu’ils représentent moins de 1% de I’ensemble des tumeurs malignes de I'adulte
[1,2].

lls sont histologiquement tres variés avec environ 100 types et sous types
histologiques selon la derniere classification de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS 2020) [3].

Pour le clinicien et le pathologiste, ces tumeurs posent plusieurs types de
problemes diagnostique, thérapeutique et pronostique. En pratique quotidienne, c’est
le probléeme diagnostique qui prédomine.

En effet la classification histologique des sarcomes est complexe et difficile la
rendant de ce fait peu reproductible. Ceci est particulierement vrai pour le groupe a
petites cellules rondes regroupant des tumeurs, comme le sarcome d’Ewing,
neuroblastome, synovialosarcome a petites cellules rondes et la tumeur
desmoplastique a petites cellules rondes. L’'immunohistochimie est par ailleurs peu
spécifique rendant ainsi le diagnostic des sarcomes difficile.

Plusieurs équipes se sont penchées sur la question pour essayer de trouver des
marqueurs moléculaires spécifiques des sarcomes.

Ils ont grossierement subdivisé les sarcomes en 2 catégories :
1. Ceux qui présentent des anomalies chromosomiques spécifiques, pouvant aider
au diagnostic et a I’établissement du pronostic.
2. Et ceux pour lesquels aucune anomalie chromosomique spécifique n’a encore
été identifiée.
Ainsi depuis I'identification de la premiere translocation t(11,22) en 1983, plus de
46 genes de fusion ont été identifiés dans les tumeurs bénignes et malignes des tissus

mous.
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Le diagnostic moléculaire des sarcomes est donc actuellement possible pour
50% des cas. Il est fondé sur la détection de lésions structurales du génome. Ces
lésions sont probablement causales et constituent des cibles potentielles pour les
nouvelles thérapies.

Avec la généralisation des techniques de séquencage de haut débit, de
nouvelles anomalies moléculaires ont été décrites et par conséquent I’apparition de
nouvelles entités. Ainsi on peut distinguer 5 groupes de sarcomes :

— Sarcomes avec translocations réciproques.

— Sarcomes avec amplifications géniques.

— Sarcomes avec mutations activatrices.

— Sarcomes avec mutations inhibitrices.

— Sarcomes a génomique complexe.

Actuellement, la classification des sarcomes comprend des criteres moléculaires,
en plus des criteres histologiques et immunohistochimiques.

Le manque de spécificité de certains aspects morphologiques et de
I'immunohistochimie est a la base des difficultés diagnostiques pour les pathologistes
non spécialisés, surtout avec la généralisation de la microbiopsie comme « Gold
Standard » en matiere de diagnostic initial des sarcomes.

L’hybridation in situ fluorescente (FISH) constitue une méthode d’analyse ciblée
des anomalies moléculaires simples, et elle est facilement réalisable en routine sur

prélevement fixé au Formol et inclus en paraffine (FFPE).
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Les objectifs de ce travail :

Les objectifs principaux :

1) Evaluer I'apport et I'utilité de la FISH dans le diagnostic des STM a génomique
simple des extrémités de notre série, et comparer nos résultats avec la
littérature.

2) Evaluer I'impact pronostique de la FISH dans notre contexte.

L’objectif secondaire :

- Décrire les aspects épidémiologiques, cliniques et anatomopathologiques des

sarcomes des tissus mous des extrémités de notre série.
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RAPPEL
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1 Classification moléculaire des sarcomes :

1.1 Classification de I’'OMS des tumeurs de I’os et des tissus mous de

2020 :

La classification de ’'OMS des tumeurs des tissus mous et de I’os (voir annexe
1), publiée en 2020 [3] avait pour objectif de fournir une classification consensuelle
et de présenter des criteres diagnostiques reproductibles. Elle est la clé pour améliorer
I’approche multidisciplinaire face aux STM, en incitant I’ensemble des pathologistes
et médecins prenant en charge ces tumeurs a traduire les nouvelles découvertes
moléculaires en traitements plus efficaces. Son contenu est régulierement mis a jour,
et prend en compte tous les nouveaux biomarqueurs mis en évidence par les
techniques dites de haut débit (NGS).

Elle suit la méme organisation que la classification précédente, qui repose sur
la mise en évidence d’une lignée de différenciation des cellules prolifératives. Ainsi,
les entités histologiques sont regroupées en douze chapitres qui peuvent étre réduits
en trois sections :

o Les tumeurs différenciées :

Cette section contient 10 chapitres qui sont constituées par les tumeurs qui
ressemblent a des cellules mésenchymateuse normales, démontrant ainsi une
différenciation certaine : Les tumeurs adipeuses, les tumeurs fibroblastiques ou
myofibroblastiques, les tumeurs musculaires lisses, les tumeurs
péricytaires/périvasculaires, les tumeurs musculaires striées, les tumeurs vasculaires,
les tumeurs chondro-osseuses, les tumeurs dites fibrohistiocytaires, les tumeurs
stromales gastro-intestinales (GIST), et les tumeurs des gaines des nerfs

périphériques.
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o Les tumeurs de différenciation incertaine :

Cette section est consacrée a des entités bien caractérisées qui ne ressemblent

pas a des cellules mésenchymateuses normales (comme le synovialosarcome).
o Les tumeurs indifférenciées a cellules rondes :

Cette section contient le sarcome d’Ewing et d’autres tumeurs a cellules rondes
qui lui ressemblent morphologiqguement, mais sont caractérisées par des
réarrangements autres que le réarrangement EWSR1- FLIT classique du sarcome
d’Ewing [3].

Quelques différences existent entre I’ancienne édition et cette édition :

% Le diagnostic anatomopathologique repose sur [I’intégration des
caractéristiques morphologiques, immunohistochimiques et moléculaires.
< De nouvelles entités pathologiques ont émergés, par exemple :

- Dans les tumeurs malignes : la tumeur a cellules fusiformes avec réarrangement
du NRTK, faisant partie des tumeurs a différentiation incertaine, est désignée comme
une entité émergente, compte tenu des développements thérapeutiques récents en
matiere de I'inhibition du NRTK. Le liposarcome pléomorphe myxoide dans les
tumeurs adipeuses. Et le Iéiomyosarcome inflammatoire dans les tumeurs musculaires
lisses. Ainsi que la tumeur mélanocytaire maligne des gaines des nerfs périphériques
dans les tumeurs des gaines des nerfs périphériques.

- Dans les tumeurs de malignité intermédiaire : la tumeur fibroblastique
superficielle positive a la CD34 dans la catégorie des tumeurs
fibroblastiques/myofibroblastiques, et la tumeur musculaire lisse associée a
I’EBV dans les tumeurs musculaires lisses.

- Dans les tumeurs bénignes : la tumeur lipomateuse atypique a cellules
fusiformes ou pléomorphes dans les tumeurs adipeuses, la tumeur fibroblastique

EWSR1-SMAD3 positive, I'angiofibrome des tissus mous dans les tumeurs
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fibroblastiques/myofibroblastiques, et I’hémangiome anastomotique dans les
tumeurs vasculaires.

% Un nouveau chapitre est apparu intitulé les tumeurs indifférenciées a
cellules rondes de I'os et des tissus mous. Il regroupe le sarcome d’Ewing
et d’autres tumeurs qui lui ressemblent morphologiquement, et qui sont
distinguées par le réarrangement sous-jacent, a savoir, le réarrangement

du CIC, du BCOR et tous les partenaires non ETS.

X/
°e

Un systeme d’évaluation du risque a été mis en place pour améliorer la
prédiction du comportement clinique des tumeurs fibreuses solitaires.

En effet, diverses anomalies génétiques dans les tumeurs des tissus mous et
des os ont récemment été identifiées par séquencage de nouvelle génération (NGS),
la derniére méthode rapide et puissante d'analyse génomique compléte, contribuant
a la confirmation moléculaire du diagnostic des différents sous-types histologiques

[4].

1.2 Les groupes moléculaires des sarcomes :

A peu pres, la moitié des sarcomes portent au moins une anomalie moléculaire.
Les sarcomes sont classés en fonction du type d’anomalie moléculaire sous-jacente
en deux groupes majeurs :

e Les sarcomes a génétique simple : qui sont porteurs d’'une anomalie génétique
identifiable récurrente et spécifique. Ce groupe inclut les sarcomes a
translocation réciproque, les sarcomes avec amplification génique, les sarcomes
avec mutation activatrice, et les sarcomes avec mutation inhibitrice.

e Les sarcomes a génétique complexe : ils présentent un profil génomique

complexe avec plusieurs gains et pertes géniques.
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1.2.1 Les sarcomes a génétique simple :

1.2.1.1 Les sarcomes avec translocation chromosomique :

Les sarcomes avec translocation réciproque spécifique représentent environ 10

a 15 % de I'ensemble des sarcomes et environ 25% des STM [5]. Les plus fréquents

sont le dermatofibrosarcome protubérant de Darier et Ferrand, le liposarcome

myxoide, le sarcome d’Ewing et le synovialosarcome. La présence d’une translocation

réciproque dans le sarcome d’Ewing a été la premiere translocation rapportée dans
une tumeur solide humaine par deux équipes francaises en 1983 [6,7].

Ces translocations aboutissent a un gene de fusion que I'on suppose étre

directement responsable du développement tumoral (Figure 1).

Spindlecell ~  Round/epithelioid cell
Synovial sarcoma | ssx1 | o e A
= — Transcriptional factor ~ Ewing-like sarcoma
Pseudomyogenic (sv1)| ‘ ssx2 | r -
hemagioendothelioma . , . & ’,I)Lm,
& L 4 Sl Myxoid/round cell Ewing sarcoma
- {Foss] ,onfrast i i — BCOR - | cCNB3|
SERPINE1 fibromyxoid sa. epithelioid fibrosa. Iposa, FLI1 IERG‘ ETV1, etc. |
Nodular fasciitis CREB3L2 | | CREB3L1 | DDIT3(CHOP) ,
) ’ g DSRCT Extraskeletal
MYH9 || UsPs | / S
4‘ RN i ] - IWT1 myxoid
"""""""""""""""""""""""" i . ; chondrosa.
Tyrosine kinase | FUS(TLS EWSR1 | NRAA3(CHN) |
DFSP | COL1A1 | |PDGFB ! {15) — Pl i
A P | AFH i |
SFT | NAB2 l STAT6 | | = Clear cell sa. lpBXI'\ | TAFLS ‘TFG ‘TCHZ‘
. ATF1 CREB1 |
H L . GI-CCSLT L a —
PMT | FN1 || FGFRL | | oot tissue AFH myoepithelioma
i angiofibroma
IMT’ TPM3/4 M ALK H ‘ A RMS Alveolar
’ cLre } i ‘ QHRE. | {NCOAZ; |PAX3 | |NCOA1 rhabdomyosa.
| RANBP2 | : PAX7| | FOXO1(FKHR)
IMT‘ TFG ‘ / ROS1 \ : HEY1 | Mesenchymal chondrosa.
i = Alveolar soft
| YWHAE | P ) Epithelioid ASPCR1L.  Paresa.
IMT ’ ‘ i Ossifying fibromyoxid T hemangioendothelioma
Infantile | ETV6 | | NTRK3 | [ 1 »
‘ : EP400|—| PHF1 . PSF |
fibrosa. ’ u WTRE ST ' PEComa

Figure 1 : Les genes de fusion dans les sarcomes des tissus mous [8].
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La plupart de ces genes de fusion codent pour un facteur de transcription
chimérique aberrant en combinant un promoteur fort, comme EWSR1, qui confere le
niveau d’expression et un domaine dit de DNA-binding, tel FLIT, ERG, ATF1, WT1, qui
confere la spécificité d’activation transcriptionnelle [9]. Un second mécanisme a pour
résultat un facteur de croissance autocrine tel qu’observé dans le
dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand avec la fusion des genes COL1A et PDGFB
[10]. Le troisieme mécanisme implique la fusion du domaine catalytique d’un
récepteur tyrosine-kinase qui a pour résultat |'activation de tyrosine-kinase
indépendante du ligand tel qu’observé dans le fibrosarcome congénital avec la fusion

du ETV6 et NTRK3 [11]. (Voir la figure 2).

1- Génes de fusion codant pour un facteur de transcription chimérique aberrant : EWSR1-FLI1

EWSR1 (chromosome 22) FLI1 (chromosome 11)
INH2 COOH NH2 [ JAFA] [EISDHBD] | COOH
|
NH2 | [ [EPSDPBR] | COOH I:D Indwit ou réprime 'expression de génes cibles
EWSR1-FLI1

2- Genes de fusion impliquant des genes a action de type récepteur tyrosine kinase : ETV6-NTRE3

ETV6 INTRK3
NH2 [THEE] ] cOOH NH2 [Z]P TV V2P 7] coon
| |
v
NH2 [ [FEH] 22T 77]] COOH [:) Transmet un signal indépendant du ligand
ETV6-NTRK3S
3- Géne de fusion codant pour un facteur de croissance autocrine : COL1A1-PDGFB
COL1A1 PDGFB
NH2 | | COOH NH2 [ [/ PP ] [’ PP COOH
l | | | —
Production d™un facteur de
N .
NH2 | | e [pp7] COOH E:) croissance independant du
COL1A1-PDGFB ligand

Figure 2 : Schéma des trois catégories de translocation réciproque observées dans

les sarcomes [11].
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1.2.1.2 Sarcomes avec amplification génique :

Il s’agit principalement des tumeurs adipeuses atypiques ou liposarcomes bien
différenciés et des liposarcomes dédifférenciés [12]. Cette amplification implique
MDM2 dans tous les cas et CDK4 dans 90 % des cas. (Voir la figure 3).

La catégorie des tumeurs adipeuses bien différenciées ou liposarcomes bien
différenciés et liposarcomes dédifférenciés représente 10 a 15 % de I’ensemble des
sarcomes et a peu pres 80 % des liposarcomes. Ces tumeurs sont principalement
localisées en région profonde des membres et au niveau du rétropéritoine. Au niveau
du rétropéritoine, elles représentent 60 % des sarcomes.

Sur le plan cytogénétique, ces tumeurs sont caractérisées par la présence de
chromosomes géants ou en anneau surnuméraires sur un fond de caryotype par
ailleurs normal. Ces chromosomes surnuméraires sont constitués de séquences
amplifiées de la région 12q14-15 avec amplification constante du gene MDM?2, et
neuf fois sur dix du gene CDK4 et plus accessoirement d’autres genes comme HMGA?2
et SAS.

Les tumeurs adipeuses bien différenciées ou liposarcomes bien différenciés
sont caractérisées habituellement par un amplicon unique en 12q14-15. La co-
amplification MDM2 et CDK4 est certainement responsable du processus tumoral :
MDM2, en tant qu’inhibiteur de p53, augmente la survie cellulaire tandis que CDK4,

en tant qu’inhibiteur de RB1, augmente la prolifération cellulaire (figure 4)
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Tumeurs Chromosomes (;enes Prevalence Meéthodes

Anomalies moléculaires

Liposarcome bien diftérencié/ 12q13-15 MbM? 95-100 % FISH (MDM2)
dédifférencié 12q15 CDK4 90-95 % gPCR

Sarcome intimal

Ostéosarcome parostéal

Angiosarcome sur fissus irradiées ~ 8q24 MYc >350 % FISH (MYC)

Figure 3 : Les principales amplifications dans les sarcomes des tissus mous [11].

MDM?2 et CDK4 dans le cycle cellulaire

G1
0.0 -
el
S 12q14

—

] (VP : PROLIFERATION
12415 APOPTOSE > )

Accroit survie cellulaire
Amplicon 12q14-15 [+ == |Cellule cancéreus e

Augmente prolifération

Figure 4 : Le mécanisme d’action du MDM2 et CDK4 au niveau du cycle cellulaire [11].
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Dans les liposarcomes dédifférenciés, il existe habituellement une co-
amplification située en 1p32 et intéressant le gene JUN ou en 6g23 et impliquant le
gene ASK1. L’activation de cette voie entraine une inhibition de PPAR-gamma qui est
I'initiateur de la différenciation adipocytaire [13] (figure 5). Ainsi, cette co-
amplification entraine un arrét de la différenciation adipocytaire, expliquant le
caractere dédifférencié de ce type de tumeur. L’activation de cette voie s’accompagne
également d’une agressivité accrue de la tumeur avec un potentiel métastatique de
I'ordre de 15 a 25 %, alors que la tumeur adipeuse bien différenciée ou liposarcome

bien différencié ne donne presque jamais de métastase [14].

Voie de signalisati{m

JUNK MAPkinase

Différenciation
adipocytaire

" C/EBPb

Figure 5 : Le mécanisme de la dédifférenciation dans les liposarcomes
dédifférenciés. L’amplification et I’hyperexpression des génes ASK1 ou JUN
appartenant a la méme voie de signalisation conduisent a I'inhibition de PPAR-
gamma qui représente I’élément déclenchant de la différenciation adipocytaire [11].
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1.2.1.3 Sarcomes avec mutations activatrices :

lIs représentent environ 20% des sarcomes. Dans ces tumeurs, une mutation
ponctuelle entraine I’activation d’un récepteur tyrosine-kinase ou la stabilisation
d’une protéine.

C’est le cas des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), qui présentent
une mutation du gene KIT dans 80% des cas, ou une mutation du gene PDGFRA dans
10% des cas. Ces mutations entrainent une dimérisation du récepteur et son activation
indépendante du ligand [11,15].

1.2.1.4 Sarcomes avec mutations inhibitrices :

Ils représentent moins de 1% des sarcomes. Ces mutations entrainent
généralement I'inactivation de genes suppresseurs de tumeurs.

On trouve ce type de mutation principalement dans la tumeur rhabdoide
maligne, qui présente une mutation inactivatrice ou une délétion du gene INI1. Ce
gene situé sur le bras long du chromosome 22 joue le role d’un gene suppresseur de
tumeur. Il code pour une protéine intervenant dans le remodelage de la chromatine.

L’inactivation du gene INIT est aussi retrouvée dans 80% des sarcomes
épithélioides et dans les shwannomes malins épithélioides [11,15].

1.2.2 Sarcomes a génomique complexe :

50 a 60 % des sarcomes montrent un profil génomique complexe, avec de
nombreux gains et pertes géniques non récurrentes et non spécifiques [16]. Ces
tumeurs sont principalement représentées par des léiomyosarcomes, des
myxofibrosarcomes, des liposarcomes pléomorphes, des rhabdomyosarcomes
pléomorphes et des sarcomes indifférenciés (UPS), anciennement dénommés
histiocytofibromes malins pléomorphes. Elles surviennent le plus souvent chez
Iladulte aprés 50 ans et sont constituées, sur le plan histologique, de cellules

fusiformes et surtout pléomorphes. Il s’agit, en regle, de tumeurs relativement

Mlle.HARMOUCH Fadwa 30



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

agressives avec un potentiel métastatique de I'ordre de 50 %. Sur le plan moléculaire,
elles montrent un profil complexe avec fréquemment une altération de la voie p53 et
une perte du gene RB1, et de nombreux remaniements communs aux différents types
de tumeurs entrant dans cette catégorie. Une perte de PTEN est également souvent
observée, en particulier dans les Iéiomyosarcomes. Ces tumeurs montrent souvent
une activation de la voie PI3-kinase — AKT — mTOR, liée a la perte de PTEN et/ou a
une hyperexpression de I'lGFR. L’inactivation de PTEN dans la lignée musculaire lisse
d’un modele murin a permis la survenue de léilomyosarcomes, et cette anomalie a été
considérée comme primordiale pour ce type de sarcomes. Une partie au moins des
sarcomes peu différenciés de type histiocytofibrome malin pourrait étre liée a
I’hyperexpression de DKK1 qui constitue un inhibiteur de la voie canonique de WNT.
L’analyse combinée du génome par CGH-array et du profil d’expression permet ainsi
d’identifier des génes d’intérét, selon le type de sarcomes ou leur degré d’agressivité

[T1].

2 La démarche diagnostique devant un sarcome des tissus mous des

extrémiteés :

Le diagnostic et la classification des STM reposent sur un fuseau d’arguments
cliniques (I’age, le sexe, la localisation et la présentation clinique), radiologiques et
anatomopathologiques.

Une prise en charge optimale du patient passe par une bonne collaboration
entre pathologistes, chirurgiens, radiologues, oncologues et radiothérapeutes dans le
cadre de la réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP).

Devant un sarcome des tissus mous, le pathologiste doit :
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2.1 Déterminer le type histologigue du sarcome :

La détermination du type histologique se fait par une analyse morphologique
(macroscopique et microscopique), immunohistochimique et moléculaire, selon la
classification récente de I’OMS des tumeurs des tissus mous :

2.1.1 Analyse morphologique :

L’aspect morphologique cellulaire prédominant constitue la base de la
démarche diagnostique. Ainsi, on peut classer les tumeurs en tumeurs a cellules
fusiformes, a cellules rondes, a cellules pléomorphes... Les diagnostics histologiques
possibles sont alors passés en revue en fonction du cadre morphologique et du
contexte clinique. Par exemple, devant une tumeur a cellules rondes on doit penser a
un sarcome d’Ewing, un CSMES, une DSRCT, un ostéosarcome extra-squelettique, un
synovialosarcome peu différencié... Une morphologie a cellules monomorphes et
monotones chez un sujet jeune devrait orienter le diagnostic vers un sarcome a
génomique simple.

L’analyse de I’architecture cellulaire, du type de stroma et de la vascularisation
peuvent orienter le diagnostic.

Ces données histologiques doivent absolument étre corrélées aux données
cliniques et radiologiques.

2.1.2 Technigues complémentaires :

2.1.2.1 L'immunohistochimie :

Il s’agit d’une technique facilement accessible, peu onéreuse, et essentielle dans
la démarche diagnostique. Elle repose sur le principe de la réaction Ag-Ac. Elle permet
de mettre en évidence plusieurs types d’antigenes potentiellement présents au niveau

des cellules comme :
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e Des marqueurs de différenciation cellulaire (par exemple, des marqueurs de
différenciation épithéliale comme les cytokératines, de différenciation musculaire
lisse comme I’actine musculaire lisse et I'H caldesmone, la desmine et la
myogénine ...)

e Des marqueurs de différenciation vasculaire comme le CD31 et le CD34).

e Des marqueurs de prolifération cellulaire (Ki-67).

e Dans certains types de sarcomes, I'immunohistochimie peut étre utilisée comme
témoin indirect d’une anomalie chromosomique. L'immunomarquage par les
anticorps anti-WT1, anti-FLI1, ou anti-MDM2 peut étre utile au diagnostic de la
tumeur desmoplasique a petites cellules rondes, du sarcome d’Ewing et des
liposarcomes bien différenciés et dédifférenciés respectivement.

Corrélés a la morphologie de la tumeur, les marqueurs immunohistochimiques
de différenciation permettent dans de nombreux cas de déterminer la lignée de
différenciation des cellules, et d’aboutir a un diagnostic.

Cependant, cette technique manque de spécificité. D’ou I'intérét d’une étude
moléculaire.

2.1.2.2 Hybridation in situ fluorescente (FISH) :

2.1.2.2.1 Définitions :

La FISH est une technique de cytologie moléculaire qui permet la détection de
haute résolution, la quantification et la localisation des cibles d’acides nucléiques
dans les cellules et les tissus. Elle repose sur le principe de l'appariement par
complémentarité de 2 séquences homologues d’ADN : la cible et la sonde.

L’ADN de la sonde contient des nucléotides au sein desquels est intégrée une
molécule fluorescente, ou bien un haptene qui fixera secondairement une molécule
fluorescente lors de I’étape de révélation. Plusieurs types de sondes existent pour la
FISH. Les plus utilisées en pathologie sur tissu fixé au Formol et inclus en paraffine

(FFPE) sont les sondes locus spécifique.
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L’ADN de la cible est une séquence d’ADN génomique en place au niveau de sa
localisation chromosomique originelle ou bien ayant subi des altérations diverses [17-
24].

2.1.2.2.2 Les étapes de la FISH :

2.1.2.2.2.1 Prétraitement du tissu FFPE contenant I’ADN de la cible :

L’ADN de la cible est localisé au niveau des noyaux des cellules d’un tissu. Le
tissu subit une étape de prétraitement, principalement par la pepsine. Cette enzyme
dégrade les barrieres protéiques pour faciliter I’entrée de la sonde vers I’ADN cible
permettant ainsi une meilleure hybridation. Cette étape permet aussi de minimiser le
bruit de fond causant des difficultés lors de I'interprétation des signaux fluorescents
[23].

2.1.2.2.2.2 La dénaturation de I’ADN :

Pour que I’ADN cible et celui de la sonde puissent s’apparier I’un avec 'autre, il
est indispensable que chacun d’entre eux soit sous une conformation simple brin. On
doit pour cela procéder a une étape de dénaturation par la chaleur ou par un
traitement alcalin, qui rompra les liaisons covalentes entre bases complémentaires
d’ADN.

L’adjonction de formamide dans le mélange réactionnel permet d’abaisser la
température de dénaturation, et ainsi de ne pas dégrader ’ADN. Une méthode simple
consiste a déposer le mélange réactionnel contenant la sonde sur la lame de
préparation chromosomique, ou les coupes tissulaires, puis de dénaturer
simultanément I’ADN de la sonde et ’ADN chromosomique cible sur une plaque

chauffante. Cette opération dure d’une minute a trois en moyenne [17-24].
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2.1.2.2.2.3 Hybridation de I’ADN cible et de la sonde :

Une fois ’ADN de la cible et de la sonde respectivement dénaturés sous la forme
de simple brin, I’étape d’hybridation, d’une durée de plusieurs heures (généralement
une nuit) a 37°C, va permettre un appariement de I’ADN de la sone et I’ADN
chromosomique qui vont alors former un ADN double brin.

2.1.2.2.2.4 Rincage des hybridations non spécifigues :

Cette étape consistera en une succession de rincages. La température et le
degré de salinité de la solution de rincage déterminent sa stringence. Plus la
stringence sera forte (température élevée et concentration saline faible), plus le
rincage sera efficace, et moins se maintiendront des hybridations non spécifiques.

Cependant, un rincage peu stringent peut défaire des hybridations spécifiques.
Selon le type de sonde utilisée, la stringence du rincage devra étre équilibrée pour
éviter le bruit de fond et les hybridations non spécifiques, tout en maintenant le signal
spécifique solide, et donc bien visible [17-24].

2.1.2.2.2.5 La révélation :

Lorsqu’un fluorochrome est directement incorporé dans la sonde, I'étape de
rincage sera suivie directement par le montage de la lame : on posera entre lame et
lamelle une goutte de solution contenant un produit empéchant I'extinction de la
fluorescence (anti-fading) et des colorants de I’ADN, comme la diaminophényl indole
(DAPI, coloration bleue) ou I'iodure de propidium (coloration rouge) qui permettront
de visualiser les chromosomes et les noyaux.

Lorsqu’un haptene non fluorescent comme la biotine ou la digoxigénine a été
incorporé a I’ADN de la sonde, il sera nécessaire de procéder a une étape de révélation
apres les rincages et avant le montage et I'observation de la lame au microscope a
fluorescence. Le principe de la révélation repose sur une réaction d’'immunomarquage

avec un ligand couplé a une molécule fluorescente, qui se liera a I’haptene. Dans le
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cas ou I’haptene utilisé est la biotine, on pourra par exemple utiliser de I'avidine (qui
a une tres forte affinité pour la biotine), couplée a un fluorochrome. Lorsque I’haptene
est la digoxigénine, on utilisera des anticorps dirigés contre cette molécule, couplés
a un fluorochrome. Il est possible de renforcer I'intensité du signal fluorescent par
des réactions d’immunofluorescence successives de type « sandwich » [17-24].

2.1.2.2.2.6 L'interprétation des signaux fluorescents :

Dans la situation pratique, on étudie les signaux fluorescents sous forme de «
points » rouges et verts sous un microscope fluorescent et on interprete les modeles
de signaux pour évaluer les anomalies génétiques [25].

La figure 6 montre certains modeles de signaux et les interprétations
d'anomalies représentatives, y compris la translocation, I'amplification, la suppression

et la polyploidie.
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Anomalie recherchée Présentation Présentation au
schématique niveau de la cellule

Cellule

diploide

normale

Translocation

(Sonde a signal
divisé)

Translocation

(Sonde a signal
fusionné)

Amplification

Délétion

Polyploidie

Figure 6 : représentation schématique et cytologique des différents signaux détectés par
FISH.
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2.1.2.2.2.6.1 Translocation chromosomique

Ces translocations sont détectées par FISH a I'aide de sondes bicolores, a signal
divisé (break apart) ou bicolore a signal fusionné [26,27]. Les sondes a signal divisé
sont concues pour englober un point de rupture dans le chromosome entre les
colorants rouge et vert, On voie donc deux paires de signaux fusionnés dans des
cellules diploides normales. Lorsqu'une translocation chromosomique s'est produite,
nous observons une paire de signaux, fusionnés et divisés, car la rupture
chromosomique crée une distance entre les points rouge et vert. D'autre part, les
sondes a signal fusionné sont concues pour englober un point de fusion prospectif
sur le chromosome dérivé entre les colorants rouge et vert [12,13]. Par conséquent,
les interprétations des signaux de translocation positifs sont complétement
différentes entre les sondes a signal divisé et fusionné a moins que les deux sondes

ne présentent le méme modele de signal. (Voir les figures 6 et 7).
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GROUP 1:NOTTRANSLOCATION | GROUP2: POSSIBLENOT TRANSLOCATION [ SJR=NY RS =pyt

+Loss of one paired signal
+Loss of unpaired signal
*Monosomy

GROUP 3: TRANSLOCATION

«Stningent catenon: @der(22)

GROUP 4: POSSIBLE GROUP 5 POLISOMIC TRANSLOCATION
TRANSLOCATION

«Specific derivative ESFT I
=Translocation EWSt to any otijer chromosome.

Figure 7 : Schéma de scoring sur des noyaux en interphase a la FISH. A : Les cellules
sans translocation présentent 2 signaux fusionnés (jaune) ou 2 signaux tres proches
(rouge-vert). B : Les cellules avec des translocations EWSR1 présentent un signal
fusionné ou tres proche (rouge-vert) et I'autre signal non apparié se divise en 2
signaux I’'un est vert et I’autre rouge. Ces deux signaux sont séparés, par 3 diametres

de signal ou plus, du signal de couleur opposée [80].
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2.1.2.2.2.6.2 Amplification génique :

Pratiquement, pour mettre en évidence cette amplification, on utilise des sondes
qui incluent un locus de controle sans amplification de géne et un locus cible avec
amplification de gene sur le méme chromosome, respectivement marqués par des
colorants vert et rouge (ou l'inverse). On examine le rapport du vert (controle) au
rouge (amplification) et on considere qu’il y a une amplification si le rapport est de
2,0 ou plus. Schématiquement, les noyaux avec amplification génique présentent peu

de signaux verts et de nombreux signaux rouges. (Voir les figures 6 et 8).
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Figure 8 : amplification du gene MDM2 dans une tumeur lipomateuse atypique. A :
prélevement coloré par I’lhématoxyline et I’éosine avec grossissement X100. B, C :
FISH a partir du prélevement sur la figure A. en rouge : la sonde MDM2 et en vert : la
sonde centromérique de controle. B : une amplification faible : les fleches indiquent
un noyau représentatif avec quelques copies d’amplification du gene MDM2. C : une
amplification importante : les fleches indiquent un noyau avec plusieurs copies
d’amplification du gene MDM2 [29].
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2.1.2.2.2.6.3 La délétion :

La délétion du gene INI1 peut étre détectée par FISH. Pour estimer la délétion,
nous utilisons des sondes qui incluent un locus de controle sans délétion de gene et
un locus cible avec une délétion de gene, respectivement marqués par des colorants
verts et rouges. Une délétion entraine une diminution du nombre de signaux rouges
par rapport aux signaux verts. Schématiquement, les noyaux avec une délétion
présentent deux signaux verts et un signal rouge (Voir la figure 6). Nous calculons le
pourcentage de cellules avec un signal de délétion car la troncature nucléaire influence
souvent la détection des signaux de délétion. Par conséquent, la valeur seuil définitive
des délétions doit étre évaluée pour chaque type histologique.

2.1.2.2.3 Intérét :

Les tumeurs des tissus mous peuvent étre génétiquement diagnostiquées en
utilisant I'hybridation in situ par fluorescence (FISH), un outil pratique et efficace. Cette
technique peut détecter des translocations chromosomiques, des amplifications
géniques, des délétions géniques et des polyploidies anormales dans des échantillons
fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE), le type d'échantillons que nous utilisons
universellement pour le diagnostic pathologique de routine. Parmi les nombreuses
anomalies génétiques possibles, des genes chimériques spécifiques dérivés de
translocations chromosomiques sont particulierement précieux pour le diagnostic de
confirmation du sarcome avec translocation.

Actuellement, de nombreuses sondes de FISH commerciales sont disponibles,
permettant ainsi d’effectuer cette technique dans de nombreux laboratoires de
pathologie et de jouer a l'avenir un rble de plus en plus important dans l'analyse

génétique des tumeurs des tissus mous.
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2.1.2.3 LaRT-PCR:

La RT-PCR (PCR effectuée apres une étape de transcription reverse de I’ARN en
ADN complémentaire) est la technique de choix pour détecter les transcrits de fusion
résultant d’une translocation réciproque. C’est une technique sensible, spécifique et
rapide. L’extréme sensibilité de la technique impose toutefois une rigueur de travail
de laboratoire afin d’éviter les faux positifs par contamination du matériel, et les faux
négatifs résultants de la dégradation de I’ARN surtout dans les tissus inclus en
paraffine [30].

2.1.2.4 La PCR guantitative en temps réel :

La technique de PCR quantitative permet d’étudier des amplifications d’un gene
(par exemple amplification du gene MDM?2 dans les liposarcomes bien différenciés et

dédifférenciés).

2.2 Evaluer le pronostic :

2.2.1 Déterminer le grade histologique :

» Le grade histologique reste le facteur pronostique le plus important, en
particulier vis—a-vis du risque métastatique et de la survie globale [31-33].

% Plusieurs systemes de grading existent. Le plus utilisé est celui de la FNCLCC

(Fédération nationale des centres de lutte contre le cancer) décrit par Trojani

et al [34], un systeme a trois niveaux qui classe les sarcomes en additionnant

les scores attribués a chaque sous-type histologique en fonction de la

différenciation, la quantité de nécrose tumorale et du nombre de mitoses. (Voir

le tableau 1).
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Tableau 1 : le grade histologique selon FNCLCC.
Les parametres La définition
La différentiation tumorale
Sarcome histologiquement similaire au tissu
mésenchymateux adulte normal.
Sarcome de sous-type histologique bien défini
(Par exemple : liposarcome myxoide).
Le score
Sarcome de type incertain (sarcomes
embryonnaires, indifférenciés...)
Le compte mitotique
1 0-9 mitoses/10 CFG.
2 10-19 mitoses/10 CFG.
Le score
3 >20 mitoses/10 CFG.

La nécrose tumorale

microscopique

0 Pas de nécrose.

1 <50% de nécrose tumorale.
Le score

2 >50% de nécrose tumorale.

Le grade histologique

1 Le score total= 2 ou 3

2 Le score total= 4 ou 5
Le grade

3 Le score total=6, 7 ou 8

CFG : champ de fort grossissement.
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% Il permet de séparer les tumeurs de bon pronostic (grade 1) de celles de mauvais

pronostic (grade 3). La survie sans métastases a cing ans est de 90%, de 71% et

de 43% pour les grades 1, 2 et 3, respectivement [35].

< Il intervient dans les indications a la chimiothérapie adjuvante. Les sarcomes de

grade 1 ne métastasant presque jamais, leur traitement est local (chirurgie

suivie souvent d’une radiothérapie en cas de marges d’exérese insuffisantes).

La chimiothérapie adjuvante est en général réservée aux sarcomes de grade 3,

a haut risque métastatique.

2.2.2 Evaluer I'extension tumorale :

Par le stade TNM de I'American Joint Cancer Committee (AJCC) du tronc et des

extrémités [36] (voir tableaux 2 et 3).

Tableau 2 : stade TNM selon I’AJCC (8éme édition).

La catégorie

X
TO
T1
T2
T3
T4
L’état ganglionnaire (N)
NO

N1

L’état métastatique (M)
MO
M1

La définition

La tumeur (T)
La tumeur primaire ne peut étre évaluée.
Aucun signe de tumeur primaire.
Tumeur dont le grand axe est < 5 cm.

Tumeur dont le grand axe est >5 cm et < 10cm.

Tumeur dont le grand axe est >10 cm et < 15cm.

Tumeur dont le grand axe est >15 cm.

Pas d’atteinte ganglionnaire régionale ou statut
ganglionnaire indéterminé.

Atteinte ganglionnaire régionale.

Absence de métastases.

Présence de métastases.
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Tableau 3 : La classification des stades pronostiques selon I’AJCC (8¢me édition).

L’état L’état
La tumeur . . i . Le grade
Le stade rimaire (T) ganglionnaire Métastatique Histologique (C)
P régional (N) (M) 9
1A T1 NO MO G1, GX
IB T2,T3, T4 NO MO G1, GX
Il T1 NO MO G2, G3
A T2 NO MO G2,G3
T3, T4 2,
> , NO MO 62,63
B Quel que soit Quel que soit
NT MO
leT le G
Quel que soit Quel que soit Quel que soit
v d q M1 le G
leT le N

2.2.3 Evaluer la qualité de I’exérese chirurgicale :

Dans la plupart des études, la qualité de I’exérese chirurgicale initiale ressort
comme le plus important facteur prédictif de récidive locale [37].

Sur une piece d’exérese, I’évaluation des marges d’exérése de sécurité est un
temps crucial de I'examen anatomopathologique. Le pathologiste doit donc
indiguer la distance (en cm ou en mm) qui sépare la tumeur et la pseudo-capsule
qui I’entoure des différentes marges d’exérese [38].

La positivité des marges dans le tronc et les extrémités est souvent définie
comme la présence de cellules néoplasiques <1 mm de la surface encrée ou la
présence d’une barriere anatomique [39].

2.2.4 Déterminer les facteurs pronostiques moléculaires :

Dans certains types de sarcomes, des facteurs pronostiques moléculaires ont pu
étre identifiés. C’est le cas par exemple des rhabdomyosarcomes alvéolaires,
porteurs d’une translocation PAX7 qui sont moins prolifératifs et ont tendance a

donner moins de métastases que ceux porteurs de la translocation PAX3 [40].
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- Au sein des sarcomes avec fusion de CIC, la fusion avec NUTM1 comme
partenaire pourrait s'avérer de moins bon pronostic que la fusion avec DUX4,
FOXO04 [41].

- Dans les sarcomes d’Ewing, d’autres anomalies comme [|’inactivation (par
mutation ou délétion) des génes codants pour le p53 ou le p16 sont associées a
un risque métastatique et un taux de mortalité tres élevés [42].

2.2.5 Evaluer la réponse au traitement comme margueur pronostique :

- Evaluer sur une piece d’exérese, la réponse a la chimiothérapie, a la
radiothérapie, ou aux thérapeutiques ciblées.

- Cependant, la valeur et la modalité de I’évaluation de la réponse tumorale sont
encore controversées : Un article récent du Brigham and Women's Hospital
évaluant la valeur pronostique du score de réponse EORTC-STBSG apres
radiothérapie, n'a trouvé aucune association avec la viabilité de la tumeur et la
survie globale, ni avec la survie sans récidive locale (SSR), alors que
I'hyalinisation/fibrose s'est avérée étre un facteur prédictif favorable indépendant
significatif de la SSR et de la survie générale [43]. Au contraire, I’étude par le
French Sarcoma Group a découvert qu'une bonne réponse pathologique, définie
comme <10 % de cellules tumorales viables sur la piece d'exérese, était associée
de maniere uni- et multivariée a une meilleure survie globale et a une meilleure
survie sans progression métastatique (SSPM) [44].

2.2.6 Détecter une maladie résiduelle aprés traitement ou une rechute

infraclinique :

Les méthodes de biologie moléculaire (RT-PCR surtout) interviennent dans la
surveillance de certains patients porteurs d’'un sarcome d’Ewing ou d’un
rhabdomyosarcome alvéolaire, notamment dans la détection d’'une maladie résiduelle
qui persiste aprés un traitement et la détection précoce d’une rechute infraclinique

[44].
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1. Le type et le cadre de I’étude :

1.1. Le type et |la période de I’étude :

Il s’agit d’'une étude rétrospective descriptive, analytique, et comparative,
incluant tous les cas de sarcomes des tissus mous a génomique simple des extrémités
diagnostiqués au service d’anatomie et de cytologie pathologique du CHU Hassan Il

de Fes, sur une période de 10 ans (2010 - 2019).

1.2. Les criteres d’inclusion :

lIs sont inclus dans notre étude :

e Les patients adultes avec un age >18 ans ; ayant des tumeurs pour lesquelles le
diagnostic histologique de sarcome des tissus mous a été retenu sur des critéres
cliniques, radiologiques, morphologiques et immunohistochimiques ; en se basant
sur la classification de ’OMS 2020 (voir I’annexe 2) ; sous la catégorie de tumeurs
malignes des parties molles, quel que soit le sexe de ces patients.

e Exclusivement les patients ayant des tumeurs localisées sur les extrémités.

e Les patients ayant des STM pour lesquels on a pratiqué un examen de la FISH sur
des prélevements de tissus fixés au Formol et inclus en paraffine.

e Pour évaluer l'intérét pronostique de la FISH nous avons inclus également les

anciens cas des STM pour lesquels la FISH n’a pas été réalisée.

Mlle.HARMOUCH Fadwa 48



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

Total des cas sarcomes des
extrémités

155 cas

—» 21 cas éliminés pour manque de données cliniques

Réalisation de la FISH

0]V)

N= 82 cas

Sarcomes a génomique Sarcomes a génomique
simple complexe

N2=53 N= 29

2 groupes retenus pour
ce travail

N1=52 cas et N2=53 cas

Figure 9 : la sélection de cas et les étapes de notre étude.
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1.3.Les critéres d’exclusion :

IIs sont exclus de notre étude :
e Les sarcomes localisés hors extrémités.
e Les patients ayant des sarcomes osseux.

e Les dossiers cliniques incomplets, concernant surtout I’évolution.

2. Le recueil des données cliniques :

% On a extrait toutes les informations cliniques et anatomopathologiques a partir
du dossier médical informatisé (HOSIX). Ceci a était fait a I’aide d’une fiche
d’exploitation (Annexe 2).

®,

% Les informations extraites sont :

2.1.Les données démographiques :

2.1.1. L’age au moment du diagnostic :

L’age est précisé en années, on a réparti I’age des patients en 4 tranches qui
sont : I’age compris entre 18 et 40 ans, entre 41 et 60 ans, entre 61 et 80 ans, et I’age
supérieur a 80 ans.

2.1.2. Le sexe :

Féminin ou masculin.

2.2.Les données cliniques :

2.2.1. Le sieége de la tumeur:

Les tumeurs ont été réparties en 2 groupes majeurs qui sont les tumeurs siégeant
au niveau du membre supérieur et celles siégeant au membre inférieur. Chacun des
deux groupes est divisé en plusieurs sous-groupes selon le siege de la tumeur au

niveau du membre.
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2.2.2.La taille de la tumeur :

On a réparti les tumeurs en deux groupes. Le premier groupe regroupe les
tumeurs de taille inférieure a 10 cm et l'autre regroupe les tumeurs de taille
supérieure a 10 cm.

2.2.3.La profondeur de la tumeur :

Les tumeurs sont classées en tumeurs superficielles (sus—aponévrotiques) ou

profondes (sous-aponévrotiques).

3. Les données anatomopathologiques :

3.1. La prise en charge macroscopigue des prélévements :

3.1.1.Prélevements biopsiques :

Les biopsies étaient soit radioguidées soit chirurgicales. Elles ont été fixées au
Formol tamponné, puis incluses en 2 cassettes au minimum pour éviter I’épuisement

du prélévement.

Figure 10 : biopsie radioguidée : les carottes biopsiques ont été incluses dans deux

cassettes.
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3.1.2.Piéces opératoires :

Les pieces ont été recues dans notre laboratoire, orientées par le
traumatologue, encrées a I’état frais, puis ont été ouvertes selon des tranches d’un
centimetre d’épaisseur pour permettre une fixation optimale de la piece opératoire.
Les pieces ont été ensuite fixées dans du Formol tamponné. La durée de fixation

dépendait de la taille de la piece avec un maximum de 72h.

Figure 11 : aspect macroscopique d’une piéce opératoire d’une

compartimentectomie au niveau de la cuisse.

3.1.3. Fixation :
La fixation des prélevements a été faite dans du Formol tamponné, dont la
préparation a comporté :
- 200 ml de Formol 37%.
- 79 de phosphate monosodique.
- 13g de phosphate disodique.

- 2L d’eau distillée.
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3.1.4. Inclusion en Paraffine :

L’inclusion des prélevements a été faite dans la paraffine chauffée a 56°C. Apres
I’inclusion, les blocs sont mis dans une plaque refroidie a -10°C avant le démoulage

des blocs.

Figure 12 : Console d’enrobage des tissus « Tissue Tek TEC 5) utilisé au service.
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3.1.5. La coupe :

Les blocs ont été coupés au microtome (coupes de 3 a 5 microns). Les rubans
étaient étalés par la suite dans un bain Marie chauffé a 49°C (préparation : 2 g de
gélatine dans 2 L d’eau distillée, puis récupérés par les lames. Celles-ci ont été

déparaffinées dans I’étuve a 65°C pendant 30 min.

Figure 13 : Microtome rotatif semi-automatique AEM 450 utilisé au service.

3.1.6.L’étude microscopique :

3.1.6.1. L’analyse morphologique :

Elle a été effectuée sur des prélevements colorés par la coloration standard HES
(Hématoxyline, éosine, safran).

3.1.6.1.1. La coloration standard HES :

C’est une coloration histologique topographique standard qui comporte une
coloration trichromique : nucléaire par I’hémalun, une coloration cytoplasmique par

la phloxine ou I’éosine, et une coloration du collagene par le safran.
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Déparaffinage Réhydratation

—_— Y — Y Y —_ Y —

Sens
de trempage

—_—P N o ey

USRS TRRRORALE

Figure 15 : Automate de coloration des lames Tissue Tek DRS 2000 utilisé au

service.
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3.1.6.1.2. Le diagnostic histologique :

Les tumeurs ont été réparties en tumeurs a cellules rondes, fusiformes,
adipeuses, pléomorphes, fusiformes et épithéliales, et adipeuses et rondes.

Une classification histologique a été établie pour chaque cas en se basant sur les
profils cliniques, radiologiques, et morphologiques selon la classification de
I’OMS de 2020 (annexe 1).

Puis on a réparti les diagnostics en 2 catégories de degré de certitude
diagnostique différents [45] :

La premiere catégorie : « Diagnostic probable » : Le diagnostic établi est le
diagnostic le plus probable, la suspicion d’autres diagnostics différentiels vient
au deuxieme rang ou apres élimination du diagnostic le plus probable.

La deuxieme catégorie : « Diagnostic possible » : Le diagnostic est évoqué en
dernier lorsque les autres diagnostics différentiels sont éliminés.

Le grade histopronostique était établi selon le grading de la FNCLCC (tableau 1).

3.1.6.2. L’étude immunohistochimique :

Une étude immunohistochimique a été réalisée dans la majorité des cas, selon

I’orientation diagnostique morphologique.

3.1.6.2.1. La technigue d’immunohistochimie indirecte :

La technique d’immunohistochimie a été réalisée sur des coupes de tissu fixé au
Formol et inclus en paraffine, et coupé a 5 pm d’épaisseur.

Les fragments tissulaires coupés ont été étalés sur des lames silanées
commercialisées spécialement pour cette technique. Les lames ont été incubées
dans une étuve dont la température est réglée a 58°C pendant une nuit. Par la
suite, un déparaffinage a été fait en immergeant les lames dans deux bains de
Toluéne pendant 5 min, puis deux bains d’éthanol absolu et a 95% successivement

pendant 5 min. Apres, un démasquage a été réalisé dans le but de provoquer une
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rupture des liaisons entre les protéines lors de la fixation, pour permettre
I’accessibilité de la reconnaissance de I’anticorps spécifique. Ce démasquage a été
réalisé a I'aide d’une solution livrée avec le Kit commercialisé, et utilisée apres
dilution dans I'eau distillée. La dénaturation est nécessaire pour libérer les sites
de fixation des anticorps sur leurs récepteurs antigéniques spécifiques, et se fait
par un passage au bain marie a 95°C, suivi d’un refroidissement des lames a
température ambiante pendant 20 a 30 min dans leur solution de démasquage.
Par la suite, les lames sont rincées dans un bain de PBS (Phosphate-Buffered
Saline) dont le but est d’arréter la dénaturation. Les lames sont ensuite mises dans
un milieu humide, fait d’un papier imbibé par I’eau distillée.

— Apreés avoir mis la peroxydase bloquante (1 a 2 gouttes/fragment), un rincage a la
solution de PBS est réalisé par la suite pour appliquer I'anticorps primaire
(incubation a I'obscurité pendant 45 min), puis un lavage par la solution de PBS
dans deux bains pendant 5 min, puis I'application de |’anticorps secondaire
(incubation pendant 30 min), puis un rincage par la solution de PBS.

— La révélation du complexe Ac-Ag a été réalisée a l'aide d’une solution de
révélation fraichement préparée en mélangeant une goutte de DAB (3.3-
Diaminobenzidine, DAKO) (qui est un chromogene donnant une coloration marron
des sites spécifiques) avec 1 ml d’un tampon spécial livré avec le Kit. Cette étape
est suivie par un rincage par l'eau distillée, suivi d’une application de
I’hématoxyline (pour permettre la coloration des noyaux en bleu), suivie d’un
deuxieme lavage a I’eau distillée.

— La derniere étape a consisté a faire passer les lames dans une solution d’alcool
ammoniacal, puis une déshydratation par un bain d’alcool de concentration

décroissante avant de finir par un montage standard. (Voir la figure 16).
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Immerse slides in xylene 2 times for 10 minutes each
Immerse slides in 1009 alcohol 2 times for 10 minutes each
Immerse slides in 95% alcohol for 5 minutes

Immerse slides in 70% alcohol for 5 minutes

Immerse slides in 50% alcohol for 5 minutes

Rinse slides with deionized H,0

Rehydrate the slides with Wash Buffer for 10 minutes
Drain excess Wash Buffer and perform antigen retrieval if necessary

Block with peroxide blocking reagent 5-15 minutes, drain

Block with serum blocking reagent for 15 minutes.

Rinse 5 minutes in Wash Buffer, drain (do not rinse)

Block with avidin blocking reagent for 15 minutes, rinse and drain
Block with biotin blocking reagent for 15 minutes, rinse and drain

Rinse with Wash Buffer and drain

Add Primary Antibodies
Incubate R&D Systems primary antibodies overnight at 4 °C*

Rinse 3 times for 5 minutes each with Wash Buffer, and drain

Add Biotinylated Secondary Antibodies
Incubate R&D Systems secondary antibodies for 30-60 minutes at room temperature®

Rinse 3 times for 15 minutes each with Wash Buffer, and drain

Add High Sensitivity Streptavidin-HRP conjugate (HSS-HRP)
Incubate for 30 minutes

Rinse and wash 3 times (for 2 minutes each) in Wash Buffer

Add DAB/AEC Chromogen Solution
Incubate 3-20 minutes monitoring intensity of tissue staining under a light microscope

Rinse 3 times for 10 minutes each with Wash Buffer and rinse with Deionized HIO

Add Hematoxylin counterstain
Mount with Aqueous Mounting Medium

Figure 16 : schéma résumant les différentes étapes du protocole de

I’'immunohistochimie indirecte [8].
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3.1.6.2.2.

Le choix des anticorps :

Le choix des anticorps a réaliser dépend de I'aspect morphologique et de

I’orientation clinique et radiologique.

Tableau 4 : la liste des anticorps utilisés dans ce travail.

Anticorps

CK

CD99

AML

DESMINE
H-CALDESMONE
MYOGENINE
EMA

PS 100

CD34
CD31

STAT6

Clone

AE1/AE3 DAKO
12 EZ DAKO
1A4 DAKO

D33 DAKO
h-CD DAKO
F5D DAKO

E29 DAKO
POLYCLONAL Rabbit
AntiS100 DAKO
QBend10 DAKO
JC70a DAKO

EP 325 DAKO

Marquage

Cytoplasmique

Membranaire

Cytoplasmique
Cytoplasmique
Cytoplasmique
Cytoplasmique
Cytoplasmique/membranaire

Cytoplasmique

Membranaire
Membranaire

Nucléaire
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3.1.6.3. L’étude cytogénétique par hybridation in situ fluorescente (FISH) :

3.1.6.3.1. La technique de le FISH :

Devant des sarcomes a cellules rondes, des sarcomes a cellules fusiformes, des
néoplasies myxoides ou des néoplasies adipocytaires, une étude par FISH a été faite.
Nous avons utilisé des sondes BREAK-APART Vysis pour analyser les genes MDM2,
SS18 et EWSRI1.

La technique consistait a la recherche d’anomalies moléculaires d’ADN sur des
blocs de paraffine, avec I'utilisation de lames chargées positivement (Super Frost). Ces
lames ont été analysées sur un microscope a épifluorescence (Leica DM 2500), en
utilisant un filtre triple bande DAPI - vert - rouge.

3.1.6.3.1.1. Le matériel requis :

La technique nécessite la disponibilité et le bon fonctionnement des

instruments suivants :

v" Un agitateur magnétique (Fisher B94386).

v" Un bain-Marie (Fisher A90664 + A86692).

v" Une balance de précision (Fisher B21560).

v" Une micro-centrifugeuse (Fisher B92100).

v Des chronomeétres (Fisher B57901).

v" Un microscope a épifluorescence (Olympus AX 70).

v' P (pipette) 0.5-10 pl (Fisher B75031).

v P 10-100 pl (Fisher B75033).

v P 100-1000 pl (Fisher B75035).

v" Un pH metre (Fisher A16342).

v" Un thermomeétre calibré (Fisher A86519).

v" Un agitateur Vortex (Fisher AT1118).

v" Une platine d’hybridation THERMOBRITE (Abbott 7J9120).
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3.1.6.3.1.2. La préparation des solutions:

< Le 20X Saline-Sodium Citrate (SSC) (Sodium chloride, 0.3M sodium citrate, pH 5.3)

- Le matériel :

- HCI 5N (VWR 30018298).
- 20X SSC (ABBOTT 2J1032 ou flacon du kit PathVysion).

- La préparation :

On a dilué 66g de 20X SSC dans 200ml d’H20 déminéralisé (H20d) sur agitateur
magnétique. On a mesuré le pH et ajusté celui-ci a pH 5.3 avec I’HCI concentré. On a
ajusté le volume quantité suffisante pour (qsp) 250mL avec H20d. On a filtré la
solution (unité de filtration de porosité 0.45um). Puis, on a stocké a température
ambiante jusqu’a 6 mois.

Nb : On peut directement utiliser du 20XSSC prét a I’emploi.

Le tampon de lavage Post-hybridation 20XSSC /0.3% NP 40 :

Le matériel :

- NaOH TN (VWR31627290).
- NP40 (ABBOTT).

La préparation :

e Dans un Erlenmeyer sur agitateur magnétique, on a dilué 3mL de NP40 dans
100mL de 20XSSC. (On a d’abords commencé a diluer dans un petit volume de
20XSSC pour faciliter la dissolution du NP40 qui est tres visqueux).

e On a ajouté 850mL d’H20d et ajusté le pH a 7-7.5 avec du TN NaOH (ici il peut
étre nécessaire d’utiliser du HCl si la solution 20XSSC est achetée préte a I’emploi).

Nb : Il faut jeter la solution aprés chaque jour d’utilisation. La solution stock peut étre

gardée jusqu’a 6 mois a température ambiante. Ne plus utiliser si la solution

présente un aspect trouble ou contaminé.
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< La dilution d’Ethanol :

— Ethanol 70% : 700 ml Ethanol, ajuster a 1L avec H20d.
— Ethanol 85% : 850 ml Ethanol, ajuster a 1L avec H20d.

> La technique :

& Les réactifs nécessaires :

v’ Le toluene.

v' La solution de 1XSSC, pH 7-7.5.

v Les solutions préparées dans la section 2.

v La pepsine diluée : On a utilisé la pepsine Vysis (protéase | (2x250mg
ref.2J0832)) et le tampon pepsine Vysis (2x62, 5mL ref.1N9901). On a mélangé 1 tube
de 250 mg de pepsine dans un flacon de tampon pepsine. On a laissé incuber 15
minutes a 37°C. On a aliquoté dans des tubes type Eppendor f et congelé a -20°C (en
moyenne compter qu’un aliquot peut permettre de préparer 3 a 4 lames mais tout
dépend de la taille de la section de tissu).

v' DAPI (4,6 dimidino2-phenylindole) : Flacon contenus dans le kit PathVysion ou

ref. ABBOT 6J4901

3.1.6.3.1.3. La préparation des lames pour FISH :

On a placé les lames (épaisseur de coupes de 4 um) a hybrider dans un
incubateur a 56°C la veille de la technique.

3.1.6.3.1.3.1. Le déparaffinage :

v On a immergé les lames dans du toluene 10 min (2x).
v" Puis dans de I’Ethanol 5min (2x).
v' On a séché les lames sur le Thermobrite réglé a 45°C (3 a 5 min) ou a

température ambiante.
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3.1.6.3.1.3.2. Le prétraitement :

v" On aimmergé les lames dans la solution de 1XSSC a 80°C pendant 35 min.

v Puis dans du H20d pendant 3min.

T 35 T 70

1XSSC 80<C H20 d.

3.1.6.3.1.3.2.1. Le traitement a la pepsine :

v" On a placé les lames sur le Thermobrite a 37°C et on a recouvert la section avec
la pepsine diluée.

v' On a laissé incuber pendant 18min.

v On a immergé les lames dans du H20d pendant 3 min.

v' On adéshydraté les lames dans un gradient d’Ethanol 70, 85, 100 pendant 2min

chaque.
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v" On a laissé sécher les lames avant de procéder a I’étape d’hybridation.

&

3.1.6.3.1.4. L’hybridation des échantillons :

T 90-100 T 96-106

H,0d. ETOH70% ETOH 85% ETOH 100%

v" On a fait sortir la sonde du congélateur et I’a laissée atteindre la température
ambiante.

v" On a centrifugé la sonde, I’a vortexé et la centrifugé a nouveau.

i/%ﬂ/\

v On a déposé entre 5 et 10ul de sonde sur une lamelle.

v" On a pris la lame échantillon et la retourné sur la lamelle.
v On a retourné immédiatement la lame et on a scellé la lamelle a I’aide du rubber

cement.
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v' On a placé la lame dans le thermobrite et laissé incuber a 37°C pendant environ

5min avant de lancer le programme de dénaturation/hybridation.

3.1.6.3.1.5. Le lavage post-hybridation :

Le lavage post-hybridation permet I’élimination des sondes non hybridées ce

qui donne plus de spécificité au signal détecté [17].

A partir de cette étape, on a travaillé en lumiére réduite de maniere a préserver

les fluorochromes des sondes présentes sur les lames.

v

v

A la fin de I’hybridation, on a fait sortir les lames du thermobrite.

On a retiré le rubber cement sans retirer la lamelle, et on a placé la lame dans la
solution de lavage 20XSSC / 0,3% NP40 a température ambiante. On a compté
30s a 1 min, le temps de traiter la totalité des lames. (Pour plus de facilité, on
peut placer deux lames dos a dos).

On a retiré ensuite délicatement les lamelles et transféré les lames dans la
solution 20XSSC / 0,3% NP40 a 73°C. On a agité rapidement et on a lancé le
chronometre réglé a 2min.

On a retiré les lames de la solution a 37°C et on a effectué un rincage rapide dans
la solution a température ambiante.

On a mis les lames a sécher a I’obscurité et on a fait sortir le DAPI du congélateur.
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3.1.6.3.1.6. La contre—coloration des noyaux au DAPI :

v On a déposé 10 a 20ul de DAPI (dépend de la taille de la lamelle) sur une
lamelle couvre-objet.

v" On a retourné la lame échantillon sur la lamelle (méme technique que pour
la sonde d’hybridation).

v' On a placé les lames a 4°C pendant au moins 5 min avant de procéder a la

lecture sous microscope.

4. Les données évolutives :

4.1.La survie :

— On a précisé si le patient est vivant ou décédé

— La survie globale correspond a la proportion des patients vivant aprées la date
du diagnostic.

— On a considéré que la date du diagnostic est celle du premier rendez-vous

dans notre centre hospitalier.

4.2.La récidive locale :

On a précisé sila récidive locale est présente ou non, et a quel délai du moment

du diagnostic.

4.3.La métastase :

On a précisé si la métastase (tous sites métastatiques confondus) est présente

ou non, et a quel délai du moment du diagnostic.
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5. L’analyse statistigue :

— L’ensemble des données recueillies a été saisi et analysé au moyen du logiciel
« SPSS Statistics version 26 ».

— Les variables qualitatives ont été décrites par les moyennes et les médianes,
alors que les variables quantitatives ont été décrites par les effectifs et les
pourcentages.

— La comparaison de la distribution des parametres qualitatifs, selon certains
criteres, a été réalisée a l'aide d'un test du Khi-carré de Pearson, p <0,05
était considéré comme significatif.

— Lasensibilité, la spécificité, les valeurs prédictives positive et négative du test
de la FISH ont été calculées par un outil de calcul médico-statistique [46].

— La survie a été décrite par la méthode de Kaplan-Meier. Les événements
considérés étaient la survenue du premier événement (progression
locorégionale, progression métastatique et déces toutes causes confondues).

La date originale de I'étude était la date du diagnostic.
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RESULTATS
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1. Etude descriptive :

1.1.Les données démographiques :

1.1.1.La répartition des cas selon I’age :

— L’age des patients variait entre 18 et 86 ans, la moyenne d’age est de 38 ans,
I’écart type a 19.553.
— La tranche d’age la plus touchée est celle comprise entre 18 et 40 ans avec

59% de cas. (Voir le tableau 5 et la figure 17).

Tableau 5 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon les tranches

d’age.
Les tranches d’age en année Le nombre Le pourcentage
18 - 40 79 59%
41 - 60 34 25,4%
61 - 80 18 13.4%
Supérieur a 80 3 2,2%
Total 134 100%

0 Nombre de cas
80

70
60
50
40
30
20

10
|

m18-40ans MW41-60ans 61-80ans ®m>380ans

Figure 17 : la répartition des cas en nombre selon les tranches d’age.
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1.1.2.La répartition des cas selon le sexe :

Le sexe masculin est plus touché dans notre série avec 73 cas (54.5%), Le sexe

ratio est a 1,2 H/F. (Voir la figure 18)

B Féminin M Masculin

Figure 18 : la répartition des cas en pourcentage selon le sexe.

1.2.Les données cliniques :

1.2.1.La répartition des cas selon la localisation tumorale :

— La majorité des cas de notre série sont localisés au niveau du membre
inférieur (101 cas, 75.4%). Le reste (33 cas, 24.6%) est localisé au niveau du
membre supérieur.

— La localisation la plus fréquente est la cuisse (50 cas), suivie de la jambe (27
cas), puis le bras (16 cas), ensuite I’épaule (15 cas), puis les fesses (11 cas),
puis le genou (9 cas), I'avant-bras, la cheville et le pied (2 cas chacun). (Voir

le tableau 6 et les figures 19).
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Tableau 6 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la localisation

de la tumeur.

Le siege de la tumeur Le nombre Le pourcentage
MEMBRE SUPERIEUR 33 24.6%
Epaule 15 11.2%
Bras 16 11.9%
Avant-bras 2 1.5%
MEMBRE INFERIEUR 101 75.4%
Fesse 11 8.2%
Cuisse 50 37.3%
Genou / Creux poplité 9 6.7%
Jambe 27 20.1%
Cheville 2 1,5%
Pied 2 1.5%
Total 134 100%

B Membre supérieur B Membre inférieur

Figure 19 : la répartition des cas en pourcentage selon la localisation de la tumeur.
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1.2.2.La répartition des cas selon la taille de la tumeur :

La plupart des tumeurs ont une taille supérieure a 10 cm (85 cas, 63.4%). (Voir

tableau 7 et figure 20).

Tableau 7 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la taille de la

tumeur.
La taille de la tumeur Le nombre Le pourcentage
Supérieur a 10 cm 85 63.4%
Inférieur a 10 cm 49 36.6%
Total 134 100%

B Supérieura 10cm M Inférieur a 10 cm

Figure 20 : la répartition des cas en pourcentage selon la taille de la tumeur.
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1.2.3.La répartition des cas selon la profondeur de la tumeur :

La majorité des tumeurs sont profondes (129 cas ; 96.3%). (Voir tableau 8 et

figure 21).

Tableau 8 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la profondeur

de la tumeur.

La profondeur de la tumeur Le nombre Le pourcentage
Sous-aponévrotique 129 96.3%
Sus-aponévrotique 5 3.7%
Total 134 100,0

B Sous-aponévrotique M Sus-aponévrotique

Figure 21 : la répartition des cas en pourcentage selon la profondeur de la tumeur.
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1.2.4. La répartition des cas selon le type de prélevement :

— Une biopsie préalable au traitement proposé, qu’il soit chimiothérapie ou
chirurgie, a été réalisée dans 104 cas (77.6%). 102 ont été des biopsies
radioguidées (76.1%) et 32 ont été chirurgicales (23.9%). (Voir tableau 9 et figure
22).

— 80 patients ont bénéficié d'un traitement chirurgical. Une chirurgie
conservatrice a été envisagée dans 64 cas (80%) et une amputation dans 16 cas

(20%) (Voir la figure 23).

Tableau 9 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la réalisation

ou non d’une biopsie préalable au traitement.

Biopsie préalable Le nombre Le pourcentage
Oui 104 77.6%
Non 30 22.4%
Total 134 100%

Type de biopsie

Chirurgicale 32 23.9%
Radioguidée 102 76.1%
Total 134 100%
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M Biopsie M Exérese

Figure 22 : la répartition des cas en pourcentage selon la réalisation d’une biopsie

préalable au traitement.

Nombre de cas

70
60
50
40
30
20

10

Chirurgie conservatrice Amputation

Figure 23 : la répartition des cas opérés en nombre selon le type de chirurgie

(conservatrice ou amputation).
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1.3. Les données anatomopathologiques :

1.3.1.La répartition des cas selon la morphologie cellulaire :

A I'’examen microscopique, la morphologie a cellules rondes était la plus
fréquente (56 cas ; 41.8%), suivie de la morphologie a cellules adipeuses (28 cas ;
20.9%), a cellules fusiformes (24 cas ; 17.9%), a cellules pléomorphes (13 cas ; 9.7%),
a cellules fusiformes et épithéliales (8 cas ; 6%) et enfin a cellules adipeuses et rondes

(5 cas ; 3.7%) (Voir tableau 10 et figure 24).

Tableau 10 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la

morphologie cellulaire.

La morphologie cellulaire Le nombre Le pourcentage
Cellules rondes 56 41.8%
Cellules adipeuses 28 20.9%
Cellules fusiformes 24 17.9%
Cellules pléomorphes 13 9.7%
Cellules fusiformes et épithéliales 8 6%
Cellules adipeuses et rondes 5 3.7%
Total 134 100%
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Petites cellules rondes m Cellules adipeuses
M Cellules fusiformes Cellules pléomorphes

M Cellules fusiformes et épithéliales m Cellules adipeuses et rondes

Figure 24 : la répartition des cas en pourcentage selon la morphologie cellulaire.

1.3.2.La répartition des cas selon la réalisation ou non de [|’examen

immunohistochimique :

L’examen immunohistochimique était fait dans 84 cas (62.7 %), alors qu’il
n’était pas fait dans 50 cas (37.3%) parce qu'on a pu identifier la lignée de
différentiation cellulaire par I’étude morphologique seule (tumeur adipeuse bien
différenciée), ou par manque de données surtout des patients adressés uniquement

pour étude FISH. (Voir tableau 11 et figure 25).
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Tableau 11 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la réalisation

ou non de I’examen immunohistochimique

L’examen immunohistochimique Le nombre Le pourcentage
Fait 84 62.7%
Non fait 50 37.3%
Total 134 100%

M Fait ® Non fait

Figure 25 : la répartition des cas en pourcentage selon la réalisation ou non de

I’examen immunohistochimique.

1.3.3.Le type histologigue de présomption retenu avant la réalisation de la

FISH :

Avant la réalisation de la FISH, Les types histologiques les plus fréquents de
notre série étaient les liposarcomes avec 46 cas (34.3 %) : 27 liposarcomes bien
différenciés (LSBD) (20.1 %), 10 liposarcomes myxoide (LSM) (7,5 %), et 9 liposarcomes
dédifférenciés (LSDD) (6.7 %), puis les sarcomes d’Ewing avec 44 cas (32.8%), suivi des
synhovialosarcomes (39 cas ; 29.1%), ensuite les sarcomes indifférenciés (SI) avec 4 cas
(3%), et enfin, un seul chondrosarcome myxoide extra-squelettique (CSMES) (0.7%).

(Voir tableau 12 et figure 26).

Mlle.HARMOUCH Fadwa 78



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

Tableau 12 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon le type

histologique de présomption retenu avant I’examen de la FISH.

Le type histologique Le nombre Le pourcentage
Le sarcome d’Ewing 44 32.8%

Les liposarcomes 46 34.3%

Les synovialosarcomes 39 29.1%

Le CSMES 1 0.7%

Les SI 4 3%

Total 134 100%

M Sarcome d'Ewing B CSMES LSDD LSM ®Synovialosarcome ™SI mLSBD

Figure 26 : la répartition des cas en pourcentage selon le type histologique avant

I’examen de la FISH.
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1.3.4.La répartition des cas selon le degré de certitude diagnostic :

Le diagnostic de présomption retenu pour chaque type histologique, avant

I’examen de la FISH, était le plus probable dans 59,8% (49 cas) alors que le diagnostic

était possible dans le reste des cas 40,2% (33 cas). (Voir les tableaux 13, 14 et la figure

27).

Tableau 13 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon le degré de

certitude diagnostique des types histologiques confondus.

Le niveau de certitude diagnostic Le nombre

Le pourcentage

Probable

Possible

Total

49

33

82

59,8%
40,2%

100%

Tableau 14 : la répartition des sous types histologique en nombre et en pourcentage

selon le degré de certitude diagnostic.

Le degré de certitude Probable Possible
diagnostic N P (%) N P (%)
ES 19 23,2% 11 13,4%
LS 22 26,8% 8 9,8%
LSBD 20 24,4% 0 0%
LSDD 2 2,4% 7 8,5%
LSM 0 0% 1 1,2%
SS 7 8,5% 14 17,1%
CSMES 1 1,2% 0 0%
Total 49 59.8% 33 40.2%
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M Diagnostic probable  m Diagnostic possible

Figure 27 : la répartition des cas en pourcentage selon le degré de certitude

diagnostique pour tous types histologiques confondus.

1.3.5.La répartition des cas selon le grade histopronostique de la FNCLCC :

La majorité des sarcomes de notre étude étaient de « grade 2 » (78 cas, 58.2%),

34 étaient de « grade 1 » (25.4%), et 22 de « grade 3 » (16.4%). (Voir figure 28).

B Gradel MGrade2 M Grade3

Figure 28 : la répartition des cas en pourcentage selon le grade de la FNCLCC
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1.3.6. L’étude moléculaire :

1.3.6.1. La répartition des cas selon la réalisation ou non de I’examen de la

FISH
La FISH était réalisée chez 82 patients de notre série (Voir figure 29 et tableau
15). La FISH n’était pas faite chez 52 cas (38.8%) parce qu’elle n’était pas disponible
momentanément. La FISH était réalisée sur des biopsies préalables dans 67 cas
(81.7%).
Tableau 15 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la réalisation

ou hon de I’examen de la FISH.

L’examen de la FISH Le nombre Le pourcentage
Fait 82 61.2%
Non fait 52 38.8%
Total 134 100%

B FAIT = NON FAIT

Figure 29 : la répartition des cas en pourcentage selon la réalisation ou non de

I’examen de la FISH.

Mlle.HARMOUCH Fadwa 82



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

1.3.6.2. La répartition des cas selon le type de sonde utilisé :

La sonde EWSR1 a été utilisée dans la majorité des cas (31 cas ; 37,8%), suivie
de la sonde MDM2 (30 cas ; 36,6%), ensuite la sonde SS18 (15 cas ; 18,3%), puis les
deux combinaisons de sondes « EWSR1, SS18 » et « SS18, MDM2 » dans 3 cas chacun

(3,7% chacun). (Voir tableau 16 et figure 30).

Tableau 16 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon le type de
sonde utilisé a ’examen de la FISH.

Le type de sonde Le nombre Le pourcentage
EWSRT 31 37,8%
MDM?2 30 36,6%
SS18 15 18,3%
EWSR1 et SS18 3 3,7%
SS18 et MDM2 3 3,7%
Total 82 100%

B EWSR1 mMDM2 SS18 EWS1 et SS18 MW SS18 et MDM2

Figure 30 : la répartition des cas en pourcentage selon le type de sonde utilisé a

I’examen de la FISH.
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e La répartition des types histologigues selon le type de sonde utilisé : (Voir tableau 17)

— On a utilisé la sonde EWSR1 dans 34 cas (41,5%) :

— On I’a utilisé toute seule dans 31 cas (37,7%) répartis comme suit : 30 sarcomes
d’Ewing (36.6%) et un CSMES (1.2%). Alors qu’on I’a utilisé en combinaison avec
la sonde SS18 dans 3 synovialosarcomes (3.66%).

— La sonde SS18 seule a été utilisée dans le diagnostic de tous les
synovialosarcomes (15 cas ; 18,29%).

— La sonde MDM?2 a été utilisée dans 33 cas (40,3%) : On I’a utilisée toute seule
dans le diagnostic de tous les liposarcomes (30 cas ; 36,6%) tandis qu’on I'a
utilisé en combinaison avec la sonde SS18 dans 3 synovialosarcomes (3.7%), en

particulier sur les biopsies montrant une morphologie a cellules fusiformes.

Tableau 17 : la répartition en nombre des sous-types histologiques selon le type de

sonde utilisé.

EWSR1 SS18 MDM?2 Total
Le type
) . N P (%) N P (%) N P (%) N P (%)
histologique
Sarcome
o 30 36,6% 0 0% 0 0% 30 36.6%
d’Ewing
LSBD 0 0% 0 0% 20 24.4% 20 24.4%
LSDD 0 0% 0 0% 9 11% 9 11%
LSM 0 0% 0 0% 1 1.2% 1 1.2%
SS 3 3.7% 15 18.3% 3 3.7% 21 25.6%
CSMES 1 1.2% 0 0% 0 0% 1 1.2%
Total 34 41.5% | 15 18.3% 33 40.3% 82 100%
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1.3.6.3. La répartition des cas selon le résultat de la FISH :

— Le résultat de la FISH a été positif dans 40 cas (48.8%), alors qu’il a été négatif
dans 40 cas (48,8%). Le résultat de la FISH a été ininterprétable dans 2 cas (2,4%)
pour des problemes de fixation initiale. (Voir les tableaux 18 et 19, et la figure
31).

— La FISH était positive dans 59.8% des cas a diagnostic probable et 40.2% des cas
de diagnostic possible.

— Dans les cas du sarcome d’Ewing, la FISH était positive dans 22 cas (26,8%) alors
gu’elle était négative dans 7 cas (8.5%). Le résultat était ininterprétable dans un
seul cas (1,2%).

— Dans les cas des synovialosarcomes, la FISH était positive dans 13 cas (15,85%)
alors qu’elle était négative dans 8 cas (9,75%).

— Dans les cas des liposarcomes, la FISH était positive dans 4 cas (4,9%) : 2 LSBD
(2,4%), 2 LSDD (2,4%). Alors gu’elle était négative dans 25 cas (30,5%) : 18 LSBD
(21,95%), 6 LSDD (7,3%) et un LSM (1,2%). Le résultat était ininterprétable dans
un seul cas (1,2%).

— Dans le cas unique du CSMES, la FISH était positive (1,2%).

Tableau 18 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon le résultat de

la FISH.
La certitude diagnostic Diagnostic possible Diagnostic probable Total
Le résultat de la FISH N P (%) N P (%) N P (%)
Positif 16 19.5% 25 30.5% 41 50%
Négatif 15 18.3% 24 29.3% 39 47.6%
Ininterprétable 2 2.4% 0 0% 2 2.4%
Total 33 40.2% 49 59.8% 82 100%
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Tableau 19 : la répartition des sous-types histologiques selon le résultat de la FISH.

Le résultat de la FISH
Le type FISH positive FISH négatif FISH ininterprétable Total
histologique N P (%) N P (%) N P (%)
Le sarcome
'Ewing 22 26.8% 7 8.5% 1 1,2% 30
LSBD 2 2,4% 18 22% 0 0% 20
LSDD 2,4% 6 7,3% 1 1,2% 9
LSM 0 0% 1 1,2% 0 0% 1
SS 13 15,9% 9,8% 0 0% 21
CSMES 1 1,2% 0% 0 0% 1
Total 40 48.8% 40 48.8% 2 2,4% 82

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

FISH positive

FISH négative

M diagnostic possible

M diagnostic probable

FISH ininterprétable

Figure 31 : la répartition des cas en pourcentage selon le résultat de la FISH.
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1.3.6.4. La classification histo—-moléculaire :

Tableau 20 : la répartition des cas en nombre et en pourcentage selon la
classification histo-moléculaire.

Le sous-type histologique et moléculaire Le nombre Le pourcentage
Le sarcome d’Ewing (ES)

22 36%
Le liposarcome 7 11.5%
Le synovialosarcome (SS) 14 23%
Le léiomyosarcome (LMS) 2 3.3%
Le sarcome Ewing-like (ELS) 2 3.3%
L’ostéosarcome 3 4.9%
Le chondrosarcome myxoide extra—
squelettique (CSMES) ] 6%
Les sarcomes indifférenciés (SI) 10 16.4%
Total 61 100,0

B ES LS WSS LMS ELS Ostéosarcome HMCSMES mS|

Figure 32 : la répartition des cas en pourcentage selon la classification histo-
moléculaire apres la FISH.
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1.4.Les données évolutives :

1.4.1. La survie :

1.4.1.1. La survie globale :

— Parmi 105 patients, 12 sont décédés soit 11.5%. Le taux de survie globale a
10 ans est de 89.5%. La moyenne de survie est de 86.147 mois (de 67,843
mois a 104,451 mois avec un intervalle de confiance (IC) a 95%). La courbe
de survie de notre cohorte est représentée par la figure 33.

— A noter qu’on n’a pas pu étudier et comparer la survie entre les sous-types
histologiques des deux groupes (FISH oui et FISH non) a cause de la taille

réduite des échantillons représentatifs de chaque sous-type dans notre série.

Fonction de survie

Faonction de survie
Censuré

08

06

04

Survie cumulée

02

00

00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

RECUL

Figure 33 : la courbe de survie de notre cohorte.

Mlle.HARMOUCH Fadwa 88



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

1.4.1.2. La survie sans récidive locale :

— Parmi 21 patients ayant fait une récidive, 4 sont décédés. La moyenne de survie
est de 87.748 mois (varie entre 66.064 mois et 109.431 mois, IC a 95%).

— Parmi 81 patients qui n’ont pas fait de récidive, 8 sont décédés. La moyenne de
survie est de 40.361 mois (varie entre 32.041 mois et 40.681 mois, IC a 95%).
La médiane de survie est a 43.496 (65.88 a 80.404 mois, IC a 95%)

— Lasurvie a 10 ans des patients avec récidive est de 81%, alors que la survie des
patients sans récidive est de 90,1%. Cependant, la corrélation n’est pas
significative (p = 0.641). Les courbes de survie des patients qui ont récidivés et

ceux qui ne I'ont pas sont représentées dans la figure 34.

Fonctions de survie

10 ,[ recidive
= 0
A _I19
O-censuré

) - = 1-censuré
08 Survie sans récidive

Survie avec récidive

Survie cumulée

04

02

0p

0o 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

RECUL

Figure 34 : la courbe de survie des patients avec et sans récidive locale.
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1.4.1.3. La survie sans métastase :

— Parmi 24 patients ayant fait des métastases, 4 sont décédés. La moyenne de
survie est a 80,247 mois (varie entre 49,203 et 111,291 mois avec un intervalle
de confiance a 95%).

— Parmi 78 patients qui n’ont pas fait des métastases, 8 sont décédés. La moyenne
de survie est a 70,753 mois (varie entre 59,249 et 82,256 mois, IC a 95%).

— Lasurvie a 10 ans des patients avec métastases est de 83.3%, alors que la survie
des patients sans métastases est de 89,7%. Pourtant, la corrélation n’est pas
significative (p = 0.904). Les courbes de survie des patients avec et sans

métastases sont représentées dans la figure 35.

Fonctions de survie
Metastase
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Figure 35 : la courbe de survie des patients avec et sans métastases.
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1.4.1.4. La survie du groupe ayant fait la FISH :

Parmi 53 patients ayant bénéficié de ’examen de la FISH, 3 sont décédés soit
6%. Le taux de survie est a 94%. La moyenne de survie est a 77,402 mois (de 65,558
mois a 89,245 mois avec un intervalle de confiance a 95%). On n’a pas pu calculer la
médiane de survie vue que moins de 50% des patients ayant fait la FISH sont décédés
a la fin de la durée de notre étude.

1.4.1.5. La survie du groupe n’ayant pas fait la FISH :

Parmi 52 patients n’ayant pas bénéficié de I’examen de la FISH, 9 sont décédés
soit 17% des cas. Le taux de survie a 10 ans est a 83%. La moyenne de survie est de
59,502 mois (de 22,231 mois a 96,773 mois avec un intervalle de confiance a 95%).
La médiane de survie est estimée a 43,496 mois (de 12,626 mois a 74,366 mois, IC a
95%). Les courbes de survie des deux groupes sont représentées par la figure 36.

1.4.2.La survenue de récidive locale :

e La survenue de récidive locale chez tous les patients :

20.2% (21/104) des patients de notre série ont présenté une récidive locale (voir
tableau 21) avec 13.8% des ES, 20% des SS, 21.4% des LS et 37.5% des SI. Un patient
était perdu de vue.

e La survenue de récidive locale chez les patients ayant fait la FISH :

Le taux de récidive locale chez les patients ayant fait la FISH est de 18.9%, avec
13.3% des ES, 17.6% des SS, 23.1% des LS, 33.3% des LSBD, et 33.3% des SI.

e La survenue de récidive locale chez les patients n’ayant pas fait la FISH :

Le taux de récidive locale chez les patients n’ayant pas fait la FISH est de 21.6%,

avec 14,3% des ES, 22.2% des SS, 20% des LS, 42.9% des LSBD, et 50% des SI.
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Tableau 21 : la récidive locale dans les différents types histologiques des deux

groupes (FISH oui et FISH non)

Le type i FISH oui FISH non P
La récidive
Histologique N P (%) N P (%)
Absente
43 81.1% 40 78.4%
Tous types 0.809
confondus (104)
10 11
Absente
19 86.7% 6 85.7% :
ES (29 cas)
3 1
Absente
10 82.4% 14 77.8% :
SS (31 cas)
3 4
Absente
10 76.9% 12 80%
LS confondus 1
(28 cas)
3 3
Absente
4 66.7% 4 57.1% :
LSBD (13 cas)
2 3
Absente
8 66.7% 2 50% :
SI (16 cas)
4 2
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1.4.3.La survenue de métastase :

e La survenue de métastase chez tous les patients :

Dans notre série, 23,3% (24/103) ont fait des métastases (sites métastatiques
confondus, au moment du diagnostic ou au cours de I’évolution de la maladie). lls
sont répartis par ordre décroissant comme suit : 44.8% des ES, 30% des LSDD, 15.4%
des LSBD, 14.7% des SS et 6.3% des Sl. On n’a pas pu étudier la métastase chez 2
patients vu le manque des informations sur I’archive. (Voir le tableau 22).

e La survenue de métastase chez les patients ayant fait la FISH :

Le taux de métastase chez les patients ayant fait la FISH est de 15.1%, avec
26.7% des ES, 5.9% des SS, 15.4% des LS, 33.3% des LSBD, et 8.3% des SI.

e La survenue de métastase chez les patients n’ayant pas fait la FISH :

Le taux de métastase chez les patients n’ayant pas fait la FISH est de 32%, avec

64.3% des ES, 23.5% des SS, 20% des LS, 37.5% des LSDD.
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Tableau 22 : la répartition des deux groupes (FISH oui et FISH non) selon la présence

ou non de métastase pour chaque type histologique.

Le type La métastase FISH oui FISH non P
Histologique N P (%) N P (%)
Absente
45 84.9% 34 68%
Tous types
0.061
confondus (103 cas)
8 16
Absente
11 73.3% 5 35.7%
0.449
ES (29 cas)
4 9
Absente
16 94.1% 13 76.5%
0.335
SS (34 cas)
1 4
Absente
11 84.6% 8 80% :
LS confondus (24 cas)
2 2
Absente
LSBD (13 cas) 4 66.7% 7 100%
0.192
2 0
Absente
2 100% 5 62.5%
0.533
LSDD (10 cas)
0 3
Absente
11 91.7% 4 100% :
SI (16 cas)
1 0
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2. Etude analytique

2.1.L°étude de I'apport de la FISH dans le diagnostic des STM :

2.1.1. L’apport de la FISH dans le diagnostic des sarcomes d’Ewing :

+ Parmi 19 cas (63.3%) des sarcomes d’Ewing de diagnostic probable :

— 15 cas (78,9%) ont présenté un réarrangement du géne EWSR1. Dans ces cas, la
FISH était utile pour confirmer le diagnostic du sarcome d’Ewing.

— 4 cas (21.1%) n’ont pas présenté ce réarrangement. Ici, la FISH était nécessaire
pour nous orienter vers d’autres diagnostics. Ces cas ont été reclassés en
d’autres sous-types histologiques.

+ Parmi 11 cas (36.7%) des sarcomes d’Ewing de diagnostic possible :

— 7 cas (63.6%) ont présenté un réarrangement du gene EWSR1. Dans ces cas, la
FISH était nécessaire pour retenir le diagnostic du sarcome d’Ewing.

— 3 cas (27.3%) n’ont pas présenté ce réarrangement. Ce qui était utile pour classer
ces tumeurs en d’autres sous-types histologiques.

— Un cas était ininterprétable (9.1%) pour des problemes de fixation initiale (la FISH
étant une technique tres sensible a la phase pré-analytique, notamment la
fixation).

Ainsi, pour le diagnostic des sarcomes d’Ewing, la FISH était utile dans 60% des
cas, nécessaire dans 36.7% des cas et ininterprétable dans 3.3% des cas. (Voir le

tableau 23 et la figure 37).
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M FISH nécessaire M FISH utile M FISH ininterprétable

Figure 37 : I'apport de la FISH dans le diagnostic des sarcomes d’Ewing.

2.1.2.Lapport de la FISH dans le diagnostic des liposarcomes :

+ Parmi 22 cas (73.3%) des liposarcomes de diagnostic probable :

— 3 cas (13,6%) ont présenté une amplification du gene MDM2 (2 LSBD (2.4%) et
un LSDD (1.2%)). Donc, la FISH était utile pour confirmer le diagnostic d’une
tumeur lipomateuse atypique, d’un liposarcome bien différencié ou
dédifférencié.

— 19 cas (86.4%) n’ont pas présenté une amplification de ce gene (18 LSBD (22%)
et un seul LSDD (1,2%)). Dans ces cas, la FISH était nécessaire pour retenir le
diagnostic de lipome vu que la taille de ces tumeurs est supérieure a 10cm.

+ Parmi 8 cas (26.7%) des liposarcomes de diagnostic possible :

— 2 cas (25%) ont présenté une amplification du géne MDM?2 (2 LSDD (2.4%)), la
FISH était nécessaire dans ces cas pour garder le diagnostic du liposarcome.

— 5 cas (62.5%) n’ont pas présenté une amplification de ce gene. Ce qui était utile
pour classer ces tumeurs en d’autres sous-types histologiques.

— Un cas était ininterprétable (12.5%) pour des problemes de fixation initiale.
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En résumé, pour le diagnostic des liposarcomes, la FISH était utile dans 26.7%
des cas, nécessaire dans 70% des cas et ininterprétable dans 3.3% des cas. (Voir le

tableau 23 et la figure 38).

M FISH nécessaire M FISH utile M FISH ininterprétable

Figure 38 : I'apport de la FISH dans le diagnostic des liposarcomes.

2.1.3.L’apport de la FISH dans le diagnostic des synovialosarcomes :

%+ Parmi 7 cas (33.3%) des synovialosarcomes de diagnostic probable :
— Six cas (85.7%) ont présenté un réarrangement du géne SS18, dans ce cas, la
FISH était utile pour confirmer le diagnostic du synovialosarcome.
— Un cas (14.3%) n’a pas présenté ce réarrangement. Ceci était nécessaire pour
reclasser cette tumeur en un autre sous-type histologique.
+ Parmi 14 cas (66.7%) des synovialosarcomes de diagnostic possible :
— 8 cas (57.1%) ont présenté un réarrangement du geéne SS18, ce qui était
nécessaire pour retenir le diagnostic du synovialosarcome.
— 6 cas (42.9%) n’ont pas présenté ce réarrangement ce qui était utile pour classer
ces tumeurs en d’autres sous-types histologiques.

En résumé, pour le diagnostic des synovialosarcomes, la FISH était utile dans

57.1% des cas, nécessaire dans 42.9% des cas. (Voir le tableau 23 et la figure 39).
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M FISH nécessaire M FISH utile

Figure 39 : I'apport de la FISH dans le diagnostic des synovialosarcomes.

En conclusion, dans notre série, la FISH était nécessaire dans 50% de cas alors
gu’elle était utile dans 47.6% de cas, et elle était ininterprétable dans 2.4% de cas (voir

figure 40 et le tableau 23).

M FISH nécessaire M FISH utile FISH ininterprétable

Figure 40 : I'apport de la FISH dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous de

notre série.
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Tableau 23 : La répartition en nombre et en pourcentage du degré de certitude

diagnostic des types histologiques selon le résultat de la FISH.

Le type

Le résultat de la FISH

e FISH positive FISH négatif FISH ininterprétable | Nombre Pourcentage
istologique
N P (%) N P (%) N P (%) total total
Sarcome
d’Ewing 15 18.3% 4 4.9% 0 0% 19 23.2%
probable
Sarcome
d’Ewing 7 8.5% 3 3.7% 1 1.2% 11 13,4%
possible
LS
Probable 3 3,7% 19 23,2% 0 0% 22 26,8%
LS
Possible 1 1.2% 6 7,3% 1 1,2% 8 9.8%
LSBD
Probable 2 2.4% 18 22% 0 0% 20 24.4%
LSBD
; 0 0 0 0 0 0 0 0
Possible
LSDD
Probabl 1 1.2% 1 1.2% 0 0% 2 2.4%
robable
LSDD
Possible 1 1.2% 5 6.1% 1 1.2% 7 8.5%
LSM
Possible 0 0% 1 1.2% 0 0,0 1 1.2%
SS
Probable 6 7.3% 1 1.2% 0 0,0 7 8.5%
SS
Possible 8 9.8% 6 7.3% 0 0% 14 17.1%
CSMES
orobable 1 1,2% 0 0% 0 0% 1 1.2%
Total 41 50% 39 47.,6% 2 2,4% 82 100%
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2.2. Comparaison des groupes FISH oui/ FISH non :

2.2.1. La répartition des parameétres cliniques :

. La répartition des cas selon I’'age :

— L’age du premier groupe variait entre 16 ans et 83 ans, avec une moyenne d’age
est a 44,96 ans, I’écart type de 19.956, la médiane est de 36,5 ans les modes
sont 22 ans et 41 ans. Alors que I’age variait entre 18 ans et 86 ans, la moyenne
d’age est a 40,6 ans, I’écart type de 19.996, la médiane est de 44 ans, et les
modes sont 33 ans et 37 ans.

— 1l n’y a pas de différence statistiquement significative entre les deux groupes (p
= 0.231).

2.2.2. La comparaison des parameétres évolutifs entre le groupe ayant fait la

FISH et celui ne I’ayant pas fait :

2.2.2.1. La comparaison de la survie globale :

Le teste du Log Rank (Mantel-Cox) est significatif (0.05). Ce qui signifie qu’il y
a une relation statistiqguement significative entre la réalisation de la FISH et la survie,
les patients qui ont bénéficié de la FISH ont une meilleure survie (voir la figure 36).
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Figure 36 : comparaison des courbes de survie des deux groupes de notre cohorte.
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2.2.2.2. La comparaison de la survenue de récidive locale :

2.2.2.2.1. La comparaison de la survenue de récidive locale chez tous types

histologigues confondus :

Le taux de récidive des patients ayant fait la FISH est légerement inférieur a celui
des patients qui ne I'ont pas fait (18.9% et 21.6% respectivement), mais ceci n’est pas
statistiquement significatif (p = 0.809). (Voir le tableau 21).

2.2.2.2.2. La comparaison de la survenue de récidive locale chez chague type

histologique :

= La comparaison de la survenue de récidive locale chez les patients avec sarcomes

d’Ewing (ES) :

Le taux de récidive des patients ayant fait la FISH est légerement inférieur a celui
des patients qui n’ont pas fait la FISH (13.3% et 14.3% respectivement), mais ceci n’est
pas statistiquement significatif (p = 1).

= La comparaison de la survenue de récidive locale chez les patients avec

synovialosarcomes (SS) :

Le taux de récidive des patients ayant fait la FISH est légerement inférieur a celui
des patients qui n’ont pas fait la FISH (17.6% et 22.2% respectivement), mais ceci n’est
pas statistiquement significatif (p = 1).

= La comparaison de la survenue de récidive locale chez les patients avec

liposarcomes (LS) :

Le taux de récidive des patients ayant fait la FISH est légerement supérieur a
celui des patients qui n’ont pas fait la FISH (23.1% et 20% respectivement), mais ceci
n’est pas statistiquement significatif (p = 1).

= La comparaison de la survenue de récidive locale chez les patients avec

liposarcomes bien-différenciés (LSBD) :

Le taux de récidive chez les patients ayant fait la FISH est inférieur a celui des
patients qui n’ont pas fait la FISH (33.3% et 42.9% respectivement), mais ceci n’est pas

statistiquement significatif (p = 1).
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= La comparaison de la survenue de récidive locale chez les patients avec

liposarcomes dédifférenciés LSDD :

Aucun patient diagnostiqué de liposarcome dédifférencié n’a récidivé.

2.2.2.3. La comparaison de la survenue de métastase :

2.2.2.3.1. La comparaison de la survenue de métastase chez tous types

histologigues confondus :

Le taux de métastase chez les patients ayant fait la FISH (15.1%) est 2 fois
inférieur a celui des patients qui n’ont pas fait la FISH (32%). Mais ceci n’est pas
statistiquement significatif (p = 0.061). (Voir le tableau 22).

2.2.2.3.2. Lacomparaison de la survenue de métastase chez chaque sous type

histologigue :

= La comparaison de la survenue de métastase chez les patients avec sarcomes

d’Ewing (ES) :

Le taux de métastase chez les patients ayant fait la FISH (26.7%) est presque 3
fois inférieur a celui des patients qui n’ont pas fait la FISH (64.3%). Mais, ceci n’est pas
statistiquement significatif (p = 0.449).

= La comparaison de la survenue de métastase chez les patients avec

synovialosarcomes (SS) :

Le taux de métastase chez les patients ayant fait la FISH (5.9%) est presque 4
fois inférieur a celui des patients qui ne I’ont pas fait (23.5%), pourtant, ceci n’est pas
statistiquement significatif (p = 0.335).

= La comparaison de la survenue de métastase chez les patients avec liposarcomes
(LS :

Le taux de métastase chez les patients ayant fait la FISH (15.4%) est légerement

inférieur a celui des patients qui n’ont pas fait la FISH (20%). Mais, ce résultat n’est

pas statistiquement significatif (p = 1).
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= La comparaison de la survenue de métastase chez les patients avec liposarcomes

bien-différenciés (LSBD) :

Le taux de métastase chez les patients ayant fait la FISH est de 33.3% alors
gu’aucun patient ayant fait la FISH n’a fait de métastase, pourtant, ceci n’est pas
statistiquement significatif (p = 0.192).

= La comparaison de la survenue de métastase chez les patients avec liposarcomes

dédifférenciés (LSDD) :

Aucun patient ayant fait la FISH n’a présenté des métastases tandis que 37.5%
des patients n’ayant pas fait la FISH ont présenté des métastases. Ce résultat n’est

pas statistiqguement significatif (p = 0.533).

Mlle.HARMOUCH Fadwa 103



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

DISCUSSION
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1. Le diagnostic anatomopathologique des STM :

Les STM représentent un spectre large de tumeurs malignes d’origine
mésenchymateuse. lls présentent une variété d’aspects histologiques qui sont parfois
chevauchants rendant leurs diagnostics positif et différentiel tres difficiles [47].

Le diagnostic positif et la classification de ces tumeurs repose essentiellement
sur I’examen anatomopathologique. L’analyse morphologique microscopique, a coté
de I'analyse immunohistochimique, ne permettent pas toujours d’orienter vers une
lignée de différentiation [48].

En effet, les sarcomes n'adherent pas toujours a des catégories morphologiques
spécifiques (cellules rondes, fusiformes ou pléomorphes). Par exemple, certains
sarcomes ayant généralement un aspect de cellules fusiformes peuvent rarement
présenter une morphologie épithélioide, tels que les variantes épithélioides du
[éiomyosarcome, du MPNST, du liposarcome pléomorphe, de I’angiosarcome et du
myxofibrosarcome. Ce qui rend leur reconnaissance difficile sur la base de la
morphologie seule [47].

L’analyse immunohistochimique est une technique tres facile a réaliser, et est
largement disponible. Elle est facile a interpréter et utile au diagnostic des STM. Mais,
un panel initial d'anticorps est souvent nécessaire afin d'établir une classification [48].
En outre, a cause de I’expression chevauchante et non spécifiqgue des marqueurs
immunohistochimiques de certaines tumeurs, I’lHC reste insuffisante pour poser un
diagnostic précis, surtout dans certains sarcomes ou aucune lignée de différenciation
n’est clairement identifiable.

Par exemple, le CD99 est un marqueur tres sensible dans le diagnostic du
sarcome d’Ewing (90-95%) [49,50]. Mais, sa spécificité est limitée car il peut étre
positif dans d’autres tumeurs sarcomateuses comme le synovialosarcome, ou méme

non sarcomateuses comme le lymphome lymphoblastique [51].
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Un autre exemple est le SS qui exprime plusieurs marqueurs
immunohistochimiques (des marqueurs épithéliaux, des cytokératines, I’'EMA, la TLET,
la NY-ESO-1, la calponine, la CD99, la protéine S100 etc.) et qui n’y sont pas
spécifiques car ils sont exprimés par d’autres tumeurs faisant partie de son diagnostic
différentiel (MPNST, SFT, DFSP) [52].

L’immunohistochimie peut aussi avoir des limites comme celles rencontrées
dans le diagnostic des LSBD. L'IHC par les anticorps anti MDM2 et anti CDK4 tend a
mettre en évidence les noyaux atypiques, qui sont rares ou absents dans les cas
ambigus [53]. De plus, I'HC par lP'anticorps anti MDM2 est positive sur les
macrophages qui peuvent étre présents dans les tumeurs adipeuses avec nécrose
graisseuse, ce qui peut conduire a un faux diagnostic de malignité [54,55].

Pour ces cas, une meilleure compréhension de leur biologie moléculaire et
I'identification des anomalies génétiques récurrentes et spécifiques impliquées dans
leur pathogénese a permis de faire le tri. Ces anomalies ont été caractérisées par NGS,
dans presque la moitié des sarcomes, et la recherche se poursuit [56-64]. On peut
actuellement classer les sarcomes en deux grandes catégories moléculaires :

— Les sarcomes a génomique simple dont I’'anomalie génétique sous-jacente peut
étre : une translocation, une mutation activatrice, une mutation inhibitrice, ou
une amplification simple.

— Les sarcomes a génomique complexe dont les anomalies génétiques peuvent
étre multiples (touchant plusieurs genes) et non spécifiques [57,65].

La traduction des découvertes moléculaires par NGS, en cibles diagnostiques
détectées par les tests moléculaires, la cytogénétique, et I'immunohistochimie a
facilité leurs diagnostics, classification et en conséquence a amélioré leur prise en
charge [65] (voir tableau 24). Dans une étude multicentrique récente, les tests
moléculaires ont permis une modification du diagnostic dans 14 % des cas initialement

examinés hors centres de référence pour les sarcomes [66].

Mlle.HARMOUCH Fadwa 106



Apport de I’hybridation in situ fluorescente dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités Thése N°053/22

2. L’évolution de la classification de I’'OMS des tumeurs des

tissus mous :

La classification de I’OMS a incorporé les données moléculaires comme des
critéres diagnostiques de certains STM tout au long de son évolution, surtout depuis
sa 3eme édition (2002). Alors qu’au tout début, cette classification se basait sur des
criteres morphologiques microscopiques et immunohistochimique pour le diagnostic
et la classification des STM [3, 67,68].

Le diagnostic moléculaire des STM a permis :

— D’une part de rassembler des entités distinctes sur le plan microscopique, mais
présentant des anomalies génétiques identiques (le liposarcome dédifférencié).
— Et d’autre part, de différencier des tumeurs morphologiquement identiques
mais, présentant des anomalies moléculaires différentes. Comme le cas des
sarcomes indifférenciés a cellules rondes, qui sont désormais séparés du
sarcome d'Ewing et classées en fonction des réarrangements génétiques sous-
jacents en trois sous—groupes principaux (sarcomes CIC, BCOR et non fusionnés

avec I'ETS) dans la nouvelle classification de ’OMS de 2020 [3].

Ces classifications ont permis une prise en charge standardisée et adaptée de
ces tumeurs, qui sont de pronostics différents et qui impliquent des approches

thérapeutiques différentes.
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Tableau 24 : les sarcomes présentant des altérations cytogénétiques et moléculaires

distinctes utiles au diagnostic des STM des extrémités [57].

Le type du sarcome

Le sarcome d’Ewing

Le synovialosarcome

Le liposarcome dédifférencié

Le liposarcome myxoide

Les sarcomes avec réarrangement du
géne BCOR

Les sarcomes avec réarrangement du
géne CIC

La tumeur desmoplastique a petites
cellules rondes

Le chondrosarcome myxoide
extra-squelettique.

Le chondrosarcome mésenchymateux

Le rhabdomyosarcome alvéolaire

Le sarcome alvéolaire des parties
molles

La tumeur fibreuse solitaire

Le dermatofibrosarcome protubérant

Le fibrosarcome épithélioide
sclérosant

Le sarcome épithélioide

La tumeur myofibroblastique
inflammatoire

Le sarcome fibromyxoide de bas
grade
L'hémangioendothéliome épithélioide

L’anomalie cytogénétique
t(11; 22) (q24 ; q12)
t(21;22)(q12; q12)

t(7 ; 22) (p22 ;q12)
t(17; 22) (921 ; q12)
t(2; 22) (935 ;q12)
tX;18) (p11;qll)

Chromosome géant en anneau

t(12;16)(q13; p11)
t(12;22)(q13;q12)
Inv (X) (p11p11)

?

?

t(4;19) (935;q13)ou
t(10;19) (926 ; q13)
t(X; 19)(q13; q13.3)
t(11;22) (p13;ql2)

t(9; 22) (922 ;q12)
t(9;17) (@22;q11)
t(9; 15) (922 ; q21)
t(3;9)(ql11; q22)
t(9;17)(922;q11)
t(8; 8) (q13; g21)
t(2;13) (q35;q14)
t(1;13) (p36; q14), double
minutes

t(2 ; 2) (35 ; p23)
tX; 2) (935 ; q13)

tX; 17) (p11.2 ; g25)

Inv (12) (q13q13)
Chromosomes 17 et 22
en anneaux
t(11;22) (p11;ql2)
t(7;16) @33 ; pll)
Délétion du 22q
t(8;22)(g22;qll)
t(10; 22)
t(1;2)(22;p23)
t(2;19) (p23; pl13)
t(2;17) (p23 ; q23)
t(2;2)(p23;q13)
t(2;2)(p23;q35)
t(2:11) (p23; p15)
t(2;4) (p23;q21)
t(2;12) (p23;pl12)
?

?

?

t(7;16) (@33 ; p11)
t(11;16) (p11; pll)
t(1; 3) (p36; q25)

L’anomalie moléculaire

La fusion EWSR1-FLI1

La fusion EWSR1-ERG

La fusion EWSR1-ETV1

La fusion EWSR1-ETV4

La fusion EWSR1-FEV

La fusion SS18-SSX1/SSX2
Amplification du 12q13-15:
MDM2, CDK4, HMGA2

La fusion FUS-DDIT3

La fusion EWSR1-DDIT3
La fusion BCOR-CCNB3

La fusion BCOR-MAML3
La fusion ZC3H7B-BCOR

La fusion CIC-DUX4
La fusion CIC-FOX04

La fusion EWSR1-WT1

La fusion EWSR1-NR4A3
La fusion TAF2N-NR4A3
La fusion TCF12-NR4A3
La fusion TFG-NR4A3
La fusion RBP56-NR4A3
La fusion HEY1-NCOA2
La fusion PAX3-FOXO1
La fusion PAX7-FOXO1

La fusion PAX3-NCOA1
La fusion PAX3-AFX

La fusion TFE3-ASPSCRI1
La fusion NAB2-STAT6
La fusion COL1A1-PDGFB

La fusion EWSR1-CREB3L1
La fusion FUS-CREB3L2

L’inactivation du SMARCBI1

La fusion TPM3-ALK

La fusion TPM4-ALK

La fusion CLTC-ALK

La fusion RANBP2-ALK
La fusion ATIC-ALK

La fusion CARS-ALK

La fusion SEC31L1-ALK
La fusion PPFIBP1-ALK
La fusion RRBP1-ALK
La fusion TFG-ROS1

La fusion YWHAE-ROS1
La fusion FUS-CREB3L2
La fusion FUS-CREB3L1
La fusion WWTR1-CAMTA1
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Parmi les techniques de détection ciblée de ces anomalies on distingue la FISH.

Celle-ci a plusieurs avantages :

C’est une technique peu onéreuse. Elle est utilisée en pratique courante par la
majorité des laboratoires anatomopathologiques spécialisés dans le diagnostic
des STM.

Les sondes « Break Apart » sont largement disponibles. Et leur applicabilité aux
différents types de STM a génétique simple a été démontrée dans plusieurs études
(par exemple : des sondes « Break Apart» pour la détection des translocations des
genes DDIT3, FOXOT1, EWSR1 et SS18 dans le LS myxoide, le rhabdomyosarcome
(RMS) alvéolaire, le sarcome d’Ewing et le CCS, et le SS, respectivement). [69-77].
Elle peut étre réalisée sur un matériel frais, des empreintes de tissu congelé, ou
des tissus inclus en paraffine et fixés au Formol. Dans ces derniers, |’architecture
tissulaire est préservée, donc seules les cellules tumorales peuvent étre évaluées,
rendant la FISH plus spécifique.

Elle cible ’ADN qui est plus stable que I’ARN (ciblé dans la RT-PCR) dans ce type
de tissus.

Elle peut étre réalisée sur des microbiopsies, qui sont actuellement le gold
standard pour la prise en charge des STM [58,78].

Elle peut étre utilisée avec succes sur des prélevements cytologiques contenant un
nombre suffisant de cellules tumorales [79]. Cependant, les aspirations a l'aiguille
fine seules sont souvent insuffisantes pour permettre aux pathologistes de poser
un diagnostic spécifique de sarcome primaire. Mais, ils sont plutot utiles pour
confirmer une récidive ou une métastase [57].

Les signaux générés par la FISH utilisant les sondes a signal divisé sont

généralement clairs [80].
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Dans notre série, la FISH a été faite chez 82 cas (61.2%) (30 ES, 21 SS, 30 LS, un
CSMES). Elle a été indiquée sur des bases morphologiques et immunohistochimiques.
Le résultat de la FISH était positif (identifiant, soit une translocation du gene EWSR]1
ou du gene SS18, soit une amplification du gene MDM2) dans 40 cas (22 sarcomes
d’Ewing, 13 synovialosarcomes et 4 liposarcomes bien différenciés et dédifférenciés
et un CSMES). Le résultat était négatif dans 30 cas (7 ES, 8 SS et 25 LS). Le résultat
était ininterprétable dans 2 cas pour des probléemes de fixation initiale (un ES et un

LS).

3. L’apport de la FISH dans le diagnostic des sarcomes d’Ewing

(ES) :

Le sarcome d’Ewing (ES) représente 32.8% (44/134) des sarcomes des tissus

mous des extrémités de notre série. On a réalisé la FISH chez 68.2% des cas (30/44).

La FISH était utile, en confirmant le diagnostic du ES dans 15 des 19 ES de
diagnostic probable (78.9%). Ceci est proche des résultats de Machado et al et de
Bridge et al. Des études ont rapporté un taux inférieur (Krams et al) alors que d’autres
ont rapporté des taux supérieurs [50,80-82] (voir tableau 25 et 26). La variation des
taux entre les études peut étre due aux biais de sélection et a la petite taille des
échantillons dans quelques études. Dans notre étude, les 4 ES de diagnostic probable
qui n’ont pas présenté un réarrangement du gene EWSRT ont été classés en 2
sarcomes indifférenciés a cellules rondes, un sarcome a cellules rondes de type
Ewing-like et un ostéosarcome a cellules rondes.

La FISH était nécessaire en permettant de retenir le diagnostic de ES dans 63.6%
(7/11) des ES de diagnostic possible et 24.1% de tous les ES. Les 4 cas de diagnostic
possible négatifs ont été classés en 2 ostéosarcomes a cellules rondes, et un
[éiomyosarcome. Le résultat de la FISH était ininterprétable dans un seul cas de

diagnostic possible 14.3%.
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Plusieurs études ont montré que la FISH est un examen tres sensible et
spécifique dans le diagnostic du sarcome d’Ewing [73,80-84] (voir tableau 26). La
recherche du réarrangement EWSR1 par FISH est trés utile pour confirmer le diagnostic
d’un sarcome d’Ewing quand il est le plus probable sur des criteres morphologiques
et immunohistochimique. Pourtant, ’absence de ce réarrangement par FISH ne permet
pas d’éliminer ce diagnostic, parce qu’il est possible de ne pas le détecter par cette
technique [85,86].

La FISH est nécessaire pour retenir le diagnostic du sarcome d’Ewing quand il
est incertain. Et dans le cadre de son diagnostic différentiel. Elle permet de distinguer
I’ES des autres tumeurs a cellules rondes qui ne présentent pas ce réarrangement ;
comme le synovialosarcome peu différencié, le rhabdomyosarcome alvéolaire et
embryonnaire, le sarcome indifférencié a cellules rondes [87]. En revanche, elle ne
permet pas de différencier I’ES (voir tableau 27) des autres tumeurs impliquant le gene
EWSR1 et d’autres genes dans leurs transcrits de fusion (CSMES (EWSR1-NR4A3),
DSRCT (EWSR1-WTT1), I'histiocytome fibreux angiomatoide (EWSR1-ATF1, CREBI1-
EWSR1), le liposarcome myxoide (EWSR1-DDIT3), les tumeurs myoépithéliales
bénignes (EWSR1-PBX1, EWSR1-ZNF444, EWSR1-POU5F1)) [88]. Mais ceci peut étre
résolu par la recherche des partenaires de fusion de ’'EWSR1 de ces tumeurs par des
sondes FISH spécifiques (par exemple, la sonde FISH NR4A3 dans le CSMES [27]), ou
par la recherche du transcrit de fusion spécifique par RT-PCR en passant par une

extraction d’ARN.
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Tableau 25 : comparaison de I'utilité de la FISH dans le diagnostic des sarcomes

d’Ewing sur des tissus fixés au formol et inclus en paraffine.

Auteurs, référence et nombre de cas Cas positifs par FISH
Horn et al (15 ES) [73] 15 (100%)
Yamaguchi et al (16 ES) [89] 14 (87.5%)
Kumar et al (11 ES) [90] 11 (100%)
Yang et al (10 ES) [91] 9 (90%)
Machado et al (382 ES) [80] 238 (62.3%)
Bridge et al (27 ES) [83] 20 (74.0%)
Qian et al (18 ES) [92] 15 (83%)
Sugita et Hasigawa (5 ES) [93] 4 (80%)
Asif et al (8 ES) [82] 7 (87.5%)
Vargas et al (48 ES) [94] 40 (93%)
Vural et al (18 ES) [50] 7 (38.9%)
Rekhi et al (13 ES) [81] 12 (92.3%)

Notre étude (19 ES de diagnostic

15 (78.9%)
probable)

Tableau 26 : la performance du test de détection du réarrangement EWSR1 par
hybridation in situ en fluorescence dans les tissus fixés au Formol et inclus en

paraffine du sarcome d’Ewing (ES).

Auteurs, références et nombre de cas Sensibilité de la FISH Spécificité
de la FISH
Horn et al [73] 95% 93%
Bridge et al 67 cas (27 ES) [83] 91% 100%
Liu et al 59 cas (35 ES) [84] 93.8% 81.8%
Machado et al 560 cas (382 ES) [80] 96.7% 95.2%
Rekhi et al 58 cas (12 ES) [81] 92.3% 100%
Notre étude (30 ES) 95.7% 90.9%
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Tableau 27 : les caractéristiques moléculaires et clinico—pathologiques de base du

ES et de quelques sarcomes parmi son diagnostic différentiel.

Fusion

Sarcome d’Ewing extra-squelettique des extrémités

EWSR1-FL1

EWSR1-ERG

EWSR1-ETV1

EWSR1-ETV4

EWSR1-FEV

Caryotype Site

t(11; 22) (q24; Os ou

ql2) Tissu mou

t(21;22) (922 ;

ql2)

t(7;22) (p22; q12)

t(17; 22) (921 ; Tissu mou

ql2)

t(2;22)(935;912) Letissu
mou

Morphologie

ES ou ES
atypique

CD99

+++

+++

+++

+++

+++

Autres

marqueurs

FLI1

ERG

NSE, S100,
DES, EMA

Les sarcomes a cellules rondes avec la fusion du EWSR1 avec un géne autre que I'ETS

EWSR1-
NFATC2
EWSR1-SP3

EWSR1-PATZ1
EWSR1-
SMARCA5

(EWSR1-
POUSF1)

t(20; 22) (q13; L'os

q12)

t(2;22) (g31;912) Osou
Tissu mou

Inversion (22) dans = Paroi

t(1;22) Thoraciqu
e

t(4;22) (g31; q12) Colonne
Lombaire

t(6;22) (p21;q12) Los

ES atypique
ES atypique

PNET

ES atypique

Tumeur
myoépithélia
le

Les sarcomes a cellules rondes n’ayant pas la fusion EWSR1-ETS

FUS-ERG

FUS-FEV

t(16; 21) (p11; Paroi

q22) thoracique

t(2;16) (935; p11) Os
(clavicule)

ES

ES

Les sarcomes a cellules rondes avec un la fusion CIC-DUX4

CIC-DUX4

t(4;19) (935; q13) Tissumou
t(10; 19) (q26 ;

ql3)

SICR ou
ES atypique

Les sarcomes a cellules rondes avec la fusion BCOR-CCNB3

BCOR-CCNB3

Les sarcomes indifférenciés a cellules rondes (SICR)

Pas encore
disponible

Invertion (X) (p11) Os

Pas de Variable
translocation

Récurrente

SICR

SICR

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

Faible
Focale

50%
+++

Aucun
NSE

DES,
keratines, NSE

NSE,
Synaptophysi
ne

NSE, S100

ERG, NSE

Aucun

WT1

CCNB3

Variable
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. L’apport de la FISH dans le diagnostic des synovialosarcomes :

Le SS représente 29.1% (39/134) des sarcomes des tissus mous des extrémités
de notre série. On a réalisé la FISH chez 53.8% des cas (21/39).

La FISH était utile en confirmant le diagnostic du SS dans (6/7) des SS avec un
diagnostic probable (85.7%). Ceci est proche des résultats de Horn et al (89%). D’autres
études ont rapporté des taux supérieurs : Sun et al (96.7%), Terry et al (96%), Vroobel
et al (100%) [73,77,95-98] (tableau 28). Un SS (14.3%) de diagnostic probable n’a pas
présenté un réarrangement du gene SS18, qu’on a classé en sarcome indifférencié a
cellules fusiformes.

La FISH était nécessaire en permettant de retenir le diagnostic de SS dans 57.1%
(8/14) des SS de diagnostic possible et 20.5% de tous les SS. Parmi les 6 cas de
diagnostic possible négatifs, 5 avaient une morphologie cellulaire fusiforme et un une
morphologie a cellules rondes. Ils étaient classés aprés utilisation des sondes Break
Apart MDM2 et EWSR1 en 4 sarcomes indifférenciés a cellules fusiformes, un LSDD, et

un sarcome de type Ewing.
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Tableau 28 : la performance et I'utilité de la détection du réarrangement du géne
SS18 par FISH dans les tissus fixés au formol et inclus en paraffine.

Etudes, auteurs FISH utile FISH Sensibilité Spécificité
et nombre de cas Nécessaire

Horn et al 9 SS [73]
8 (89%) - 89% 100%

Sun et al 255 cas [95] 100/133(75.2%)

58/62 (93.5%)
o ] 20 96.7% 94.7%
7 ininterprétables o i
ininterprétables

Terry et al 23 SS [96]

22 (96%) - 96% 100%
Vroobel et al 6 SS [77] 84.3%
6 (100%) - 76.9%
Ten Heuvel et al 62 SS 41/50 (82%)
) 0/12 (0%) 82% 100%
[97] 6 ininterprétables
Safaei et al 23 SS [98]
17 (73.9%) - - -
Notre étude 21 SS
6/7 (85.7%) 8/14 (57.1%) - -
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Les SS sont caractérisés par la translocation pathognomonique t (X ; 18). Elle
résulte de la fusion du gene SS18 (anciennement SYT) sur le chromosome 18 avec le
gene SSX sur le chromosome X (SSX1, SSX2, ou rarement SSX4). Cette translocation
est absente dans d’autres sarcomes des tissus mous et elle est spécifique du
synovialosarcome [45,99-101]. L’utilisation de la sonde « Break Apart » SS18 par la
FISH a montré une sensibilité et une spécificité élevée dans la détection de ce
réarrangement dans plusieurs études [73,77,95-97].

La FISH est utile a la confirmation du synovialosarcome quand il est le plus
probable. La aussi, la non détection par FISH, du réarrangement du gene SS18 par la
sonde break Apart SS18 n’élimine pas le diagnostic du SS. Vu que, dans de rares cas
(<5%), les SS ne portent pas la translocation pathognomonique, mais des
réarrangements chromosomiques cryptiques du SS18-SSX qui pourraient étre crées
par épissage alternatif. Ces derniers ne sont pas détectables par FISH [99-102]. D’ou
I’intérét de rechercher le transcrit de fusion par RT-PCR.

La FISH est nécessaire pour retenir le diagnostic du SS quand il est seulement
possible. Elle permet de différencier les SS des tumeurs figurant parmi ses diagnostics

différentiels, surtout en cas de morphologie a cellules rondes [45,100].

.L’apport de la FISH dans le diagnostic de I’ALT /LSBD et du LSDD :

Les liposarcomes représentent 34.3% (46/134) des sarcomes des tissus mous
des extrémités de notre série. Avec 58.7% des LSBD (27/46), 39.1% des LSDD (18/46)
et un LSM (2.2%). On a réalisé la FISH chez 65.2% des cas (30/46), avec 66.7% des
LSBD (20/30), 30% des LSDD (9/30) et un LSM (3.3%).

La FISH était utile en confirmant le diagnostic du liposarcome dans 3 cas des 22
LS de diagnostic probable (13.6%), dont 2 LSBD (9.1%) et un LSDD (4.5%). Ceci est

inférieur au résultat de I’étude de Neuville et al ou la FISH était utile au diagnostic de
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86.8% des LS de diagnostic probable. Similairement, dans I’étude de Zhang et al, la
FISH était utile au diagnostic de 79% des ALT/LSBD [73,77,82,103-107] (voir le
tableau 29).

La FISH était nécessaire pour différencier entre LS et lipomes dans 19 cas
(86.4%), dont 18 LSBD (81.8%), et un LSDD (4.5%) de diagnostic probable. Elle était
aussi nécessaire pour retenir le diagnostic de liposarcome dans 2 cas (25%) de
diagnostic possible. Les six cas de diagnostic possible négatifs ont été classés en 3
sarcomes indifférenciés (2 a cellules fusiformes et un a cellules pléomorphe), un
[éiomyosarcome pléomorphe et un liposarcome myxoide avec composante a cellules
rondes. Le résultat de la FISH était ininterprétable dans un seul cas de diagnostic
possible (3.3%).

Dans I’étude de Takeshi et al, ’examen de la FISH a permis de reclasser 2% des
lipomes en TLA/LSBD et 24% des liposarcomes en lipomes. Dans I’étude de Zhang et
al, la FISH a permis de reclasser 7% des TLA en lipomes et mois de 1% des lipomes en
TLA. Dans I’étude de Neuville et al, la FISH était nécessaire pour retenir le diagnostic
de liposarcome dans 7% des liposarcomes de diagnostic possible. Dans I’étude de
Thway et al 31,6 % des LSBD de diagnostic possible étaient positifs pour la MDM2 et

26.7% des LSBD de diagnostic probable étaient négatifs [103-105,108].
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Tableau 29 : la performance et I'utilité de la détection de I'amplification du gene
MDM2 par FISH dans les tissus fixés au Formol et inclus en paraffine.

Etudes, auteurs et ] FISH e s e s
FISH utile i . Sensibilité = Spécificité
nombre de cas Nécessaire
Neuville et al 220 LS [103
o i [ ] 66/76 (86.8%) 7/99 (7%) - -
15 ininterprétables
Zhang et al 405 tumeurs

Adipeuses [104]

52 TLA/LSBD 41 (79%) 11 (21%) 85% 7%
324 lipomes - 7 (2%)

Takeshi et al 227 tumeurs

Adipeuses [105]

92 TLA 79 (86%) 13 (14%) 93.5% B
20 LSDD 18 (90%) 2 (10%)

84 lipomes - 2 (2%)

Thway et al 347 tumeurs [108]

73 LSBD 17 (97.3%)

69 LSDD 66 (95.7%)

122 lipomes 9 (7.4%)

Sirvent et al 200 tumeurs [106]

36 TLA/LSBD (4 interprétables) 30 (83.3%) 2 (5.5%)

8 LSDD 8 (100%) 0% 5% 100%
50 lipomes

Kimura et al 177 tumeurs [107]

49 TLA/LSBD 48 (98%) 1 (2%)

5 LSDD 5 (100%) 100% 95%
23 LSM 0%

25 lipomes 0%

Asif et al [82]

5 TLA/LSBD 1 (20%) = -

2 LSDD 1 (50%) - )
Horn et al [73]

8 TLA/LSBD 7 (88%) - 91% 100%
3 LSDD 3 (100%) -

Vroobel et al [77] 26.0%

38 LSBD/LSDD 38 (100%) - 84.3%
Notre étude 30 liposarcomes

20 LSBD 2 (10%) 18 (90%)

9 LSDD (1 ininterprétable) 1(11.1%) 6 (88.9%) ) )
1 LSM - -
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Sur le plan histologique :

1.

Le liposarcome dédifférencié est traditionnellement défini par I'association
de zones de tumeur lipomateuse atypique ou de liposarcome bien différencié
et d'une composante non lipidique, avec une transition abrupte entre les
deux. La composante non lipidigue est généralement pléomorphe
ressemblant aux sarcomes indifférenciés a cellules pléomorphes (de
pronostic plus péjoratif). En outre, une différenciation hétérologue se produit
dans environ 10 % des LSDD et peut se présenter sous une forme
ostéo/chondrosarcomateuse, myogénique ou angiosarcomateuse. Ainsi, les
LSDD peuvent imiter un large spectre de tumeurs malignes des tissus mous.
Il est vrai que le diagnostic est facilité par la mise en évidence d’une
composante lipomateuse bien différenciée, mais celle-ci peut passer
inapercue dans les microbiopsies [109,110].

Les tumeurs lipomateuses atypiques et les liposarcomes bien différenciés
(TLA/LSBD) se distinguent généralement des lipomes par l'identification de
cellules atypiques hyperchromatiques ou de lipoblastes atypiques.
Cependant, ces cellules peuvent étre rares ou absentes en particulier sur les
microbiopsies. En plus, les lipomes peuvent présenter des changements
secondaires tels que l'inflammation, la fibrose et la nécrose, ou peuvent
induire une atrophie musculaire secondaire péri-tumorale. Ce qui peut étre
confondu avec les caractéristiques atypiques observées dans les TLA/LSBD.

[104,108,110].

Ces deux situations pathologiques sont des dilemmes diagnostiques pour

I’anatomopathologiste en pratique courante.

Dans la deuxieme situation, la différenciation entre un lipome et une tumeur

lipomateuse atypique ou un liposarcome bien différencié (TLA/LSBD) est nécessaire.

Parce que, pour les TLA/LSBD, une excision large doit étre réalisé afin d’éviter leur

récidive, ce qui n’est pas le cas pour le lipome [111].
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Dans la premiere situation, le pronostic differe entre le liposarcome
dédifférencié et le liposarcome pléomorphe, le pronostic de ce dernier étant plus
péjoratif avec un risque métastatique plus élevé [112]. Ce qui nécessite une prise en
charge différente.

La détection de I'amplification du gene MDM2 est nécessaire d’une part, pour
distinguer les TLA/LSBD du lipome. Et d’autre part, pour différencier le liposarcome
dédifférencié du liposarcome pléomorphe [29,105,113,114].

De nombreuses études ont documenté ['utilité et la fiabilité de la détection de
Ilamplification du gene MDM2 par FISH, sur des tissus fixés au Formol et inclus en
paraffine, avec une bonne sensibilité (voir le tableau 29).

Cependant un résultat négatif par FISH (absence de I'amplification du gene
MDM?2) ne permet pas d’éliminer le diagnostic des LSDD, en particulier sur
microbiopsie. Car il pourrait s’agir d’un tissu adipeux orthoplasique. D’ou la nécessité
d’interpréter les résultats de la FISH dans la lumiere des données cliniques,

morphologiques et de 'lHC [115,116].

6. La comparaison des deux groupes FISH réalisée et non réalisée en

matiere de survie, de récidive locale, et des métastases :

Dans le but de déterminer 'impact de la réalisation ou non de I’examen de la
FISH pour le diagnostic des STM sur la survie, la récidive locale et la métastase, on a
comparé deux groupes de patients I'un ayant bénéficié de cet examen (53 cas) et
I’autre non (52 cas). A notre connaissance, aucune étude n’a fait une comparaison
similaire a la notre, sauf I’étude par Zhang et al, qui a étudié I'apport des tests
moléculaires sur le diagnostic de 405 tumeurs adipeuses des extrémités. Dans cette
étude, les taux de récidive locale des lipomes, des lipomes intramusculaires et des
TLA/LSBD avant la classification moléculaire étaient respectivement de 2 %, 5 % et 45

% (p<0,0001). Alors qu’apres classification moléculaire, ces groupes ont été classés
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en entités séparées avec un taux de récidive locale de 1 %, 12 %, et 44 %

respectivement (p<0,0001) [104].

Apres la comparaison des deux groupes de notre série, on a constaté que :

La moyenne de survie de notre série est de 86,1 mois (IC a 95%). Le taux de survie
globale est de 89.5%.

Le taux de survie des patients ayant fait la FISH était supérieur a celui des patients
n’ayant pas fait la FISH (94% et 83% respectivement). Le test du Log Rank (Mantel-
Cox) est significatif (p=0.05). En conséquence, les patients ayant fait la FISH
avaient une meilleure survie. Ces résultats peuvent étre expliqués par la
participation importante de la FISH dans le diagnostic et la classification précise
de ces tumeurs qui s’est traduite par une meilleure prise en charge thérapeutique
et une meilleure surveillance de nos patients. Plusieurs facteurs pronostiques
affectant la survie des patients atteints de sarcomes des tissus mous ont été
documentés jusqu’a présent. Par exemple, dans le sarcome d’Ewing, I’age de plus
de 14 ans, la taille tumorale de plus de 8 cm et le volume de plus de 200 ml, le
siege axial, la récidive locale, la présence de métastases a la présentation, le site
métastatique surtout [’atteinte de la moelle osseuse, et la réponse a la
chimiothérapie (une mauvaise réponse a été définie par la présence de plus de 10
% de cellules tumorales viables selon le systeme de classification de Salzer-
Kuntschik) [117-120]. D’autres études ont étudié le role pronostique des
anomalies génétiques pour certains STM. Par exemple, les tumeurs avec la fusion
EWSR1-FLIT ont un meilleur pronostic par rapport aux autres fusions. Toutefois,
onh n’a pas réussi a valider ce résultat a ’heure actuelle, et les informations sur le
type de fusion ne sont pas systématiquement utilisées dans la pratique clinique
[119,121,122].

Le taux de récidive locale chez les patients ayant réalisé la FISH est |légerement
inférieur a celui des patients ne I’ayant pas réalisé (18.9% et 21.6% respectivement,

p= 0.809). Mais ce résultat n’est pas statistiquement significatif. Ceci est logique
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étant donné que les facteurs de risque liés a la récidive locale documentés par la
littérature sont, soit des facteurs extrinseques liés au traitement : une marge
chirurgicale positive, une marge chirurgicale de 2 mm ou moins, la contamination
du lit opératoire par excision fragmentaire ou la rupture de la tumeur, 'utilisation
de la radiothérapie ou de la chimiothérapie. Soit des facteurs intrinseques liés au
patient et a la tumeur : ’'age avancé du patient ; la taille importante, la profondeur
et le siege de la tumeur ; et le sous-type histologique [120,123,124-126].

Le taux de métastases chez les patients ayant fait la FISH est 2 fois inférieur a celui
des patients ne I’ayant pas fait (15.1 et 32% respectivement p= 0.061). Ce résultat
est proche de la signification. Ceci a été anticipé vu que les principaux facteurs de
risque liés a la métastase dans les STM sont le grade histologique [35] et la récidive

locale [126,127].

Les avantages et les limites de notre étude :

Un biais de sélection a pu étre introduit lors de I'inclusion des patients dans notre
étude en raison de sa nature rétrospective, mais ceci est inévitable lors de I'étude
des maladies rares. Nous avons essayé de minimiser le biais de sélection en
incluant tous les patients atteints de STM diagnostiqués dans notre formation. Les
données compilées dans la base de données ont pu étre enregistré de maniere
incomplete, incorrecte ou inexacte a partir des dossiers des patients. La taille de
I’échantillon est réduite, ce qui peut limiter nos analyses en termes de puissance
statistique nécessitant ainsi d’autres études avec plus de cas pour valider nos
résultats. Dans I’étude de la survie, on a pu enregistrer des causes de déces non
liées a la maladie.

C’est vrai que la classification pré-moléculaire des tumeurs en « diagnostic
possible » et « diagnostic probable » est subjective et qu’elle est liée a ’expertise

du pathologiste, de plus qu’on ne sait pas a quel point on est précis dans le
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diagnostic histologique des STM. Mais, elle est pratique et peut étre utilisée en
pratique courante.

e Pour des raisons techniques, un pourcentage des tests par FISH, comme d’autres
techniques moléculaires, est ininterprétable en raison d'une mauvaise fixation,
d'une décalcification excessive, d'un tissu insuffisant ou d'une nécrose excessive,
comme il était décrit dans les références précédentes. Un nombre de tests par FISH
peut étre non informatif en raison du chevauchement des noyaux des tissus
pendant la coupe des blocs de paraffine ou au cours du traitement de la FISH.
Dans ces cas, le diagnostic final est basé sur la morphologie, I'lHC et les autres
tests moléculaires comme la RT-PCR [80,94,103]. La FISH est un test peu couteux.
Mais, si on compare son coit a celui du traitement ; englobant généralement une
chirurgie, une radiothérapie, et une chimiothérapie ; il reste négligeable.

Les points forts de notre étude sont :

e Nos résultats sont basés sur la pratique clinique quotidienne.

e Notre étude se concentre spécifiqguement sur une localisation (c'est-a-dire les
extrémités).

e |l s’agit de I’expérience d’un seul centre, alors, I’évaluation pathologique est

cohérente et la prise en charge est relativement homogene.
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CONCLUSION
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A la lumiere des données de cette étude, la détection des réarrangements des
genes EWSR1 et SS18, et de I’'amplification du gene MDM2 par FISH s’est avéré comme
un moyen de classification et de diagnostic tres utile a la confirmation des sarcomes
d’Ewing, des synovialosarcomes et des tumeurs lipomateuses atypiques/ des
liposarcomes bien différenciés et dédifférenciés surtout quand ils sont fortement
suspectés sur la base des données cliniques, radiologiques, morphologiques et
immunohistochimiques.

Elle s’est avérée nécessaire au diagnostic de ces sous-types histologiques (avec
anomalie génétique simple et spécifique) d’une part, quand leurs diagnostics étaient
incertains sur la lumiere des données cliniques, radiologiques, morphologiques et
immunohistochimiques. Et d’autre part, pour écarter les diagnostics différentiels.

Les patients ayant réalisé la FISH pour le diagnostic de leurs STM, ont présenté
une meilleure survie, moins de récidive et de métastases que ceux ne l’ayant pas
réalisé. Alors, la réalisation de la FISH pour le diagnostic s’est révélée comme un
facteur améliorant le pronostic des patients avec STM.

Ces éléments doivent :

e Inciter les médecins généralistes a sensibiliser et orienter les patients avec
suspicion de sarcomes des tissus mous vers un centre spécialisé (CHU) pour
gu’ils bénéficient d’un diagnostic précoce et exact a l'aide des moyens
diagnostics moléculaires, et d’une prise en charge multidisciplinaire.

e Inciter les pathologistes a utiliser la technique de la FISH dans le diagnostic des
sarcomes des tissus mous a génomique simple en pratique courante. Un
diagnostic précoce et exact veut dire une stratégie thérapeutique et un suivi
meilleurs et adaptés, et en conséquence une meilleure survie et un meilleur

pronostic de ces patients.
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e Inciter le ministere de la santé d’une part, a équiper les laboratoires d’anatomie
pathologique existants des moyens nécessaires au diagnostic moléculaire des
STM (FISH, RT-PCR, NGS...). Et d’autre part, a créer des réseaux et des centres
régionaux et nationaux spécialisés dans la recherche, le diagnostic et la prise en

charge des sarcomes des tissus mous au Maroc.
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PERSPECTIVES
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Elargir notre échantillon pour inclure :
e Tous les sarcomes des tissus mous toutes localisations confondues.
e D’autres sous-types histologiques avec anomalie moléculaire simple.
e Les cas d’autres régions.
Dans le but de réaliser une analyse de survie, de récidive locale et de métastase
représentative de tous les sous-types histologiques et moléculaires des sarcomes des

tissus mous dans notre royaume.
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Résumé

Introduction : les sarcomes des tissus mous sont des tumeurs malignes rares

regroupant plusieurs sous-types histologiques dont la prise en charge et le pronostic
different méme au sein d'un seul type histologique. Le diagnostic
anatomopathologique de ces tumeurs est compliqué vu les chevauchements de leurs
aspects morphologiques et immunohistochimiques. Certains de ces tumeurs sont
caractérisés par des anomalies génétiques récurrentes simples et spécifiques qui
peuvent étre des marqueurs diagnostiques intéressants pour le pathologiste.
Objectifs :
Principaux :
— Evaluer I'intérét de la FISH dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des
extrémités de notre série et comparer nos résultats avec la littérature.
— Evaluer I'impact pronostique de la FISH dans notre contexte.
Secondaire :
— Décrire les aspects épidémiologiques, cliniques et anatomopathologiques des
sarcomes des tissus mous des extrémités de notre série.

Matériels et méthodes : il s’agit d’une étude rétrospective descriptive,

analytique et comparative incluant tous les patients diagnostiqués de sarcomes des
tissus mous des extrémités au service d’anatomie pathologique du CHU Hassan 2 de
Fes, entre 2010 et 2019.

L’analyse anatomopathologique a été effectuée sur des prélevements fixés au
Formol et inclus en paraffine, qui ont été coupées en rubans de 4 microns et étalées
sur des lames. lls ont été par la suite déparaffinés. L’analyse morphologique a été
effectuée sur des lames colorées par la coloration standard (HES). On a complété notre
procédure diagnostique par une étude immunohistochimique. Pour notre premier
objectif, un diagnostic pré-moléculaire a été établi qu’on a classifié en fonction du

degré de certitude diagnostique en 2 groupes : « diagnostic probable » quand le
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diagnostic établi est le plus probable, et « diagnostic possible » : quand le diagnostic
établi est incertain ou est le moins probable. Ensuite, une étude par FISH a été faite
en utilisant les sondes BREAK-APART Vysis EWSR1, SS18, MDM2 pour détecter les
translocations des genes EWSR1 et SS18 et I'amplification du gene MDM2 sur des
lames chargées positivement. L’analyse des lames a été faite par un microscope a
épifluorescence en utilisant un filtre triple bande DAPI - vert - rouge. Une classification
histo-moléculaire a été établi selon le résultat de la FISH et conformément a la
classification de I’OMS 2020. Pour notre 2¢me objectif, on a collecté les données sur la
survie, la récidive locale et la métastase de 105 patients, 52 n’ayant pas bénéficié de
la FISH et 53 I’ayant fait.

Résultats : 134 cas de sarcomes des tissus mous des extrémités diagnostiqués
sur des criteres morphologiques et immunohistochimiques ont été retenus. La
moyenne d’age était de 38 ans. Le sexe ratio était de 1.2 H/F. le membre inférieur
était le siege le plus fréquent (75.4%) surtout la cuisse (37.3%). La taille de la tumeur
était supérieure a 10 cm dans 63.4% des cas avec une localisation sous-aponévrotique
dans 96.3% des cas. 77.6% ont bénéficié d’une biopsie préalable dont 76.1% étaient
radioguidées. La morphologie a cellules rondes était la plus fréquente (41.8%). Plus
de la moitié des tumeurs étaient de grade 2 (58.2%). L’analyse immunohistochimique
a été faite chez 62.7% des cas. Le histologique le plus fréquent était le liposarcome
(34.3%) (20.1% LSBD, 7.5% LSM, 6.7% LSDD), suivie du sarcome d’Ewing (32.8%), du
synovialosarcome (29.1%), des sarcomes indifférenciés (3%) et du CSMES (0.7%).

La FISH a été réalisé chez 82 cas (61.2%) sur des prélevements biopsiques
préalables dans 81.7% des cas. La sonde EWSR1 a été utilisée dans la majorité des cas
(37,8%), suivie de la sonde MDM?2 (36,6%), ensuite la sonde SS18 (18,3%), puis les deux
combinaisons de sondes « EWS1, SS18 » et « SS18, MDM2 » (3,7% chacun). Le
diagnostic était probable dans 59.8% de cas (26.8% des LS, 8.5% des SS et 23.2% des
ES, 1 CSMES 1.2%), le diagnostic était possible dans 40.2% de cas (9.8% des LS, 17.1%

des SS et 13.4% de ES). La FISH était positive (montrant un réarrangement des genes
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EWSR1, SS18 ou une amplification du gene MDM2) dans 48.8% des cas alors qu’elle
était négative (absence d’un réarrangement ou d’une amplification) dans 48.8% des
cas, et elle était ininterprétable dans 2.4% de cas (un LS et un ES). La FISH était utile
dans 47.6% de cas (60% ES, 26.7% LS, 57.1% SS, 100% CSMES) alors qu’elle nécessaire
dans 50% de cas (36.7% des ES, 70% LS, 42.9% SS) et ininterprétable dans 2.4% des
cas. 59.7% des patients ont bénéficié d’un traitement chirurgical. Une chirurgie
conservatrice était envisagée dans 80% des cas.

Chez les 53 patients ayant bénéficié de I’examen de la FISH, Le taux de survie
globale est a 94%, la moyenne de survie est a 77,402 mois (de 65,558 mois a 89,245
mois avec un IC a 95%). On n’a pas pu calculer la médiane de survie vu que moins de
50% des patients ont été décédés a la fin de la durée de notre étude. Chez les 52
patients n’ayant pas bénéficié de I’examen de la FISH, le taux de survie globale est a
83%, la moyenne de survie est de 59,502 mois (de 22,231 mois a 96,773 mois avec
IC a 95%) et la médiane de survie est estimée a 43,496 mois (de 12,626 mois a 74,366
mois avec IC a 95%). Les patients qui ont bénéficié de la FISH ont une meilleure survie
globale (Log Rank (Mantel-Cox) p= 0.05). Le taux de récidive locale des patients ayant
fait la FISH est légerement inférieur a celui des patients qui n’ont pas fait la FISH (18.9%
et 21.6% respectivement, p = 0.809). Le taux de métastase chez les patients ayant fait
la FISH est 2 fois inférieur a celui des patients qui n’ont pas fait la FISH (15.1% et 32%
respectivement, p = 0.061).

Conclusion : la FISH est un moyen utile pour confirmer le diagnostic des

sarcomes des tissus mous des extrémités a génétique simple quand ils sont fortement
suspectés sur des criteres cliniques, radiologiques, morphologiques et
immunohistochimiques. Elle est nécessaire quand leur diagnostic est incertain, et
pour les différencier de leurs mimiques histologiques bénins ou malins. Les patients

ayant fait la FISH une meilleure survie globale, moins de récidive et de métastases.
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Abstract

Background: Soft tissue sarcomas are rare malignant tumors with several
histological subtypes displaying a myriad of morphologic patterns. Their management
and prognosis differ even within a single histological type. The pathological diagnosis
of these tumors is often complicated due to their overlapping morphological and
immunohistochemical aspects. Some of these tumors harbor simple and specific
recurrent genetic abnormalities that could be interesting diagnostic markers for the
pathologists.

Purpose: our main objectives were to:

— Evaluate the utility of FISH in the diagnosis of soft tissue sarcomas of the
extremities in our series and compare our results with the literature.

— Compare two groups of patients, one has underwent FISH technique for the
diagnosis of their soft tissue sarcomas of the extremities and the other has not,
in terms of survival, local recurrence, and metastasis.

— Our secondary objective is to describe epidemiological, clinical, and pathological

aspects of soft tissue sarcomas in our series.

Patients and methods: This is a retrospective descriptive, analytical, and

comparative study including all patients diagnosed with soft tissue sarcomas of the
extremities at the department of pathological anatomy of Hassan 2 University Hospital
of Fez, between 2010 and 2019.

Pathological analysis was performed on 4-micron thick tissue sections cut from
formalin-fixed, paraffin-embedded blocks that were after that deparaffinized.
Morphological analysis was performed on slides stained with standard coloration
(HES). Our diagnostic procedure was completed by an immunohistochemical study

when needed. For our first objective, a pre-molecular diagnosis was established for
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all our cases with 2 degrees of diagnostic certainty: "probable diagnosis" when the
established histologic diagnosis is the most probable, and "possible diagnosis": when
the established diagnosis is uncertain or is the least probable. Next, a FISH study was
performed using BREAK-APART Vysis EWSR1, SS18, and MDM2 probes to detect
rearrangement of EWSRI1, SS18 genes, and the amplification of MDM2 gene
respectively on positively charged slides. The slides were analyzed on an
epifluorescence microscope using a DAPl-green-red triple band filter. A histo-
molecular diagnosis was established according to FISH results and the 2020 WHO
classification of soft tissue tumors. For our second objective, survival, local recurrence
and metastasis data were collected from 105 patients, 53 underwent FISH and 52 did
not.

Results: 134 cases of soft tissue sarcomas of the extremities diagnosed on
morphological and immunohistochemical criteria were selected. The average age was
38 years. Sex ratio was 1.2 M/F. Lower limb was the most frequent site (75.4%),
especially the thigh (37.3%). Size of the tumor was greater than 10cm in 63.4% of
cases, with a deep (sub-aponeurotic) location in 96.3% of cases. 77.6% of cases had a
prior biopsy, 76.1% of which were radio-controlled. Round cell morphology was the
most frequent (41.8%). More than half of tumors were grade 2 (58.2%).
Immunohistochemical analysis was performed in 62.7% of cases. The most frequent
histological subtype was liposarcoma (34.3%) (20.1% LSBD, 7.5% LSM, 6.7% LSDD),
followed by Ewing's sarcoma (32.8%), synovial sarcoma (29.1%), undifferentiated
sarcoma (3%) and extra skeletal myxoid chondrosarcoma (CSMES) (0.7%).

FISH was performed in 82 cases (61.2%) on prior biopsy specimens in 81.7% of
cases. EWSR1 probe was used in the majority of cases (37.8%), followed by MDM?2
probe (36.6%), then SS18 probe (18.3%), and finally the two probe combinations
"EWST, SS18" and "SS18, MDM2" (3.7% each). The diagnosis was probable in 59.8% of

cases (26.8% of LS, 8.5% of SS and 23.2% of ES, 1 CSMES 1.2%) while it was possible in
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40.2% of cases (9.8% of LS, 17.1% of SS and 13.4% of ES). FISH was positive (showing
EWSR1 or SS18 genes rearrangements, or MDM2 gene amplification) in 48.8% of cases
while it was negative (absence of rearrangement or amplification) in 48.8% of the
cases, and it was uninterpretable in 2.4% of the cases (one LS and one ES). FISH was
useful to diagnosis in 47.6% of cases (60% ES, 26.7% LS, 57.1% SS, 100% CSMES) while
it was necessary in 50% of cases (36.7% of ES, 70% LS, 42.9% SS). It was uninterpretable
in 2.4% of cases. 59.7% of patients received surgical treatment. Conservative surgery
was performed in 80% of cases.

Among 53 patients who underwent FISH, overall survival rate was 94%, mean
survival was 77.402 months (95% Cl 65.558 - 89.245). We could not calculate median
of survival since less than 50% of the patients were deceased at the end of our study.
Among 52 patients who did not receive FISH examination, overall survival rate was
83%, mean survival was 59.502 months (95% Cl 22.231 - 96.773), and median of
survival was estimated at 43.496 months (95% Cl 12.626 - 74.366). Patients who
underwent FISH had a better overall survival (Log Rank (Mantel-Cox) p= 0.05). Local
recurrence rate of patients who underwent FISH was slightly lower than that of patients
who did not undergo FISH (18.9% and 21.6% respectively, p = 0.809). The rate of
metastasis in patients who underwent FISH was 2 times lower than in patients who did
not undergo FISH (15.1% and 32% respectively, p = 0.061).

Conclusion: FISH is a useful means to confirm the diagnosis of single-genetic
associated soft tissue sarcomas of extremities when they are highly suspected on
clinical, radiological, morphological and immunohistochemical criteria. It is necessary
when their diagnosis is uncertain, and to differentiate them from their benign or
malignant histological mimics. Patients who underwent FISH has better overall survival
than those who did not. Local recurrence and metastasis rates in patients who

underwent FISH are lower than those who did not.
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Annexe 1 : classification de I’'OMS 2020 des tumeurs du tissu mous :

Catégorie

Tumeur

Bénignes

Intermédiaires
(Localement agressives)

Malignes

Bénignes

Intermédiaires
(Localement agressives)

Lipome et lipomatose.

Lipomatose du nerf.

Lipoblastome et lipoblastomatose.

Angiolipome.

Myolipome des parties molles.

Lipome chondroide.

Lipome a cellules fusiformes ou pléomorphe.

Tumeur lipomateuse atypique a cellules fusiformes ou pléomorphes.
Hibernome.

Tumeur lipomateuse atypique.

Liposarcome bien différencié : lipome-like, sclérosant, inflammatoire.

Liposarcome dédiffférencié.
Liposarcome myxoide.
Liposarcome pléomorphe.
Liposarcome pléomorphe myxoide.

Fasciite nodulaire.

Fasciite proliférante et myosite proliférante.
Myosite ossifiante et tumeur fibro-osseuse des doigts.
Fasciite ischémique.

Elastofibrome.

Hamartome fibreux de I’enfant.
Fibromatose colli .

Fibromatose juvénile hyaline.

Fibromatose a corps d’inclusion.

Fibrome de la gaine des tendons.
Fibroblastome desmoplastique.
Myofibroblastome.

Myofibroblastome de type mammaire.
Fibrome aponévrotique calcifiant.

Tumeur fibroblastique EWSR1-SMAD3-positive.
Angiomyofibroblastome.

Angiofibrome cellulaire.

Angiofibrome des parties molles.

Fibrome de type nuqual.

Fibromyxome acral.

Fibrome de Gardner.

Fibromatose plantaire/palmaire.
Fibomatose de type desmoide.
Lipofibromatose.
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Intermédiaires
(Rarement métastatiques)

Malignes

Bénignes

Intermédiaires
(Rarement métastatiques)

Bénignes

Intermédiaires
(Localement agressives)

Malignes

Bénignes et intermédiaires

Fibroblastome a cellules géantes.
Dermatofibrosarcome protuberans (DFSP).

DFSP avec transformation fibrosarcomateuse.
Tumeur fibreuse solitaire.

Tumeur myofibroblastique inflammatoire.
Sarcome myofibroblastique de bas grade.

Tumeur fibroblastique superficielle CD34-positive.
Sarcome fibroblastique myxo-inflammatoire.
Fibrosarcome pédiatrique.

Tumeur fibreuse solitaire malignes.
Fibrosarcome des parties molles.
Myxofibrosarcome.

Sarcome fibromyxoide de bas grade.
Fibrosarcome épithélioide sclérosant.

Tumeur ténosynoviale a cellules géantes.
Histiocytofibrome bénin profond.

Tumeur fibrohistiocytaire plexiforme.
Tumeur a cellules géantes des parties molles.

Hémangiome synovial.

Hémangiome intramusculaire.

Malformation arrtérioveineuse/hémangiome.
Hémangiome veineux.

Hémangiome anastomotique.

Hémangiome épithélioide

Angiomatose et lymphangiomatose.
Hémangiome tufté acquis.

Hémangioendothéliome kaposiforme.
Hémangioendothéliome rétiforme.
Angioendothéliome intralymphatique papillaire.
Hémangioendothéliome composite.

Sarcome de Kaposi.

Hémangioendothéliome pseudomyogénique.

Hémangioendothéliome épithélioide.
Angiosarcome.

Tumeur glomique des parties molles.
Myopéricytome incluant le myofibrome.
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Malignes

Bénignes

Intermédiaires

Malignes

Bénignes

Malignes

Bénignes

Malignes

Bénignes

Malignes

Bénignes

Malignes

Angioleiomyome.

Tumeur glomique maligne.

Leiomyome

Tumeur musculaire lisse a potential incertain de malignité.
Tumeur musculaire lisse associée a I'EBV.

Léiomyosarcome inflammatoire.
Léiomyosarcome.

Rhabdomyome.

Rhabdomyosarcome embryonnaire.
Rhabdomyosarcome alvéolaire.

Rhabdomyosarcome pléomorphe.
Rhabdomyosarcome a cellules fusiformes/ sclérosant.
Ectomesenchymome.

Micro GIST.

GIST.

Chondrome.

Ostéosarcome extra-squelettique.

Schwannome.

Neurofibrome.

Perineuriome.

Tumeur a cellules granuleuses.

Myxome des gaines nerveuses.
Neurome solitaire circonscrit.
Meningiome.

Tumeurs hybrides des gaines nerveuses.

Tumeur maligne des gaines des nerfs périphériques (MPNST).
Tumeur mélanocytaire maligne des gaines des nerfs périphériques.
Tumeur a cellules granuleuses maligne.

Perineuriome malin.
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Bénignes

Intermédiaires
(Localement agressives)

Intermédiaires
(Rarement métastatiques)

Malignes

Myxome (myxome cellulaire)

Angiomyxome profond (aggressive)

Tumeur angiectatique hyalinisante pléomorphe.
Tumeur mésenchymale phosphaturique.
Tumeur épithélioide périvasculaire bénigne.
Angiomyolipome.

Tumeur fibrolipomateuse hémosidérotique.
Angiomyolipome épithelioide.

Fibroxanthome atypique.
Histiocytome fibreux angiomatoide.
Tumeur fibromyxoide ossifiante.
Myoépithéliome.

Tumeur mésenchymale phosphaturique maligne.
Tumeur a cellules fusiformes avec rearrangement NTRK.
Synovialosarcome.

Sarcome épithélioide proximal et classique.
Sarcome alvéolaire des parties molles.

Sarcome a cellules claires.

Chondrosarcome myxoide extra-squelettique.
Tumeur desmoplastique a cellules rondes.
Tumeur rhabdoide extrarénale.

Tumeur épithélioide périvasculaire maligne.
Sarcome intimal.

Tumeur fibromyxoide ossifiante maligne.
Carcinome myoépithélial.

Sarcome indifférencié.

Sarcome indifférencié a cellules fusiformes.
Sarcome indifférencié a cellules pléomorphes.
Sarcome indifférencié a cellules rondes.

Sarcome d’Ewing.

Sarcome a cellules rondes avec la fusion EWSR1- non ETS.
Sarcome avec réarrangement du géne CIC.

Sarcome avec des altérations génétiques du géne BCOR.
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Annexe 2 : La fiche d’exploitation :

Le théme : L’apport de la FISH dans le diagnostic des sarcomes des tissus mous des extrémités

(A propos de 134 cas)

L'IP : [ ] Le numéro anatomopathologique : [

LY an I a—

Le membre supérieur :

L’épaule D Le bras D L’avant-bras D La main D

Le membre inférieur :

La fesse D La cuisse D Le creux poplité D
La jambe D La cheville D Le pied D

La tumeur est profonde D La tumeur est superficielle C]

La taille > ou égale a 10 cm D La taille < 10 cm D

Une biopsie préalable : Oui D Non D
Biopsie : Chirurgicale D Radioguidée D

Chirurgie : Conservatrice D Amputation D
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La morphologie cellulaire :

Cellules rondes D Cellules fusiformes D Cellules pléomorphes D

Cellules adipeuses D Cellules fusiformes et épithéliales D

Cellules adipeuses et rondes C]

L’étude d’IHC :

Etude faite D Etude non faite D

Le grade histopronostique de la FNLCC :

Grade 1 D Grade 2 D Grade 3 D

Le type et le sous-type histologique :

Le sarcome d’Ewing D Le liposarcome bien différencié D le liposarcome dédifférencié D

Le liposarcome myxoide D Le synovialosarcome D

La certitude diagnhostique sur morphologie standard :

Le diagnostic est probable D Le diagnostic est possible D

L’examen de la FISH :

La réalisation de la FISH ou non :

La FISH est faite : D La FISH n’est pas faite : D

Le type du fixateur : Formol

Le type de sonde utilisé :

Le résultat :

Positif D Négatif D
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Le sous type moléculaire (a préciser) : [ ]

La date du diagnostic [ ] La date de la derniére vue [ ]

Le patient est vivant D Le patient est décédé D

Présence de la récidive locale D Absence de la récidive locale D

Intervalle en mois entre diagnostic et récidive locale :]
Présence de la métastase D Absence de la métastase D

Intervalle en mois entre diagnostic et métastase [ ]
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