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RESUME

Les sarcomes forment un groupe hétérogéne de sansas de la transformation néoplasique
des cellules de tissu conjonctif, sont des tumearnes, de diagnostic difficile.

dans ce contexte, nous nous sommes proposé de metvidence l'intérét de
'immunohistochimie dans le diagnostic des sarcopsd utilisation de différents type
d’anticorps tel que : anti vimentine, anti desmiatj-CD117, anti actine muscle lisse, anti-
CD99 etc..... ,

De Janvier 2013 a Mai 2013, nous avons exploitéaé8de sarcomes diagnostiqués dans le
service d’anatomie cytopathologie du CHU Franz Raa®lida. L'étude réalisée sur les 48
patients a montré que les sarcomes touchent lensageulin (52,08%) plus que le

sexe féminin (48,92%). La répartition de nos pasienontre deux pics de fréquence entre 0 et
39 chez les hommes, et entre 60 et 69 ans chéanheses, avec prédominance masculine.

L’étude anatomopathologique réalisé sur les préhevds des 48 patients a révélé que les
sarcomes osseux sont moins fréquent =48,92% ppontagux sarcomes de tissu mous qui
sont plus fréquent =52,08% , la localisation déype de cancer est varies, la principale
localisation était au niveau des membres inferiauex 30 cas (60,41%), tandis que les sous
types les plus fréequents sont I'ostéosarcome (22)%Livi par le liposarcome et le
chondrosarcome (18,75%).

L’étude immunohistochimique a montré que chaque gxprime des marqueurs spécifiques.

Mots clés: sarcome ; marquage immunohistochimique ; higielo



ABSTRACT

Sarcomas are a heterogeneous group of cancergydrisim the neoplastic transformation of
cells of connective tissuare rare tumors, that the diagnosis is difficuld #me prognosis is
traditionally deplorable, In this context, we hareposed to bring out the value of
immunohistochemistry in the diagnosis of sarcomadigg different type of antibody such
as: anti-vimentin, anti-desmin, anti-CD117, antimsmooth muscle, anti-CD99.

From January 2013 to May 2013, we operated 48 cdssgcomas diagnosed in service of
anatomy cyto pathology CHU Frantz Fanon in Blidiae Btudy was performed on 48 patients
showed that sarcomas affect the male (52.08%)ftdraales (48.92%). The distribution of

our patients shows two peaks in frequency betwesamd(39 for men and between 60 and 69
years for women, with a male predominance.

The anatomopathological study formed on the leofet8 patients revealed that bone
sarcomas are less frequent = 48.92%) comparedttbssne sarcomas are more frequent
=52.08%, the location of this type of cancer ise@rthe main location was at lower member
with 30 cases (60.41%), while the most common qéstyare osteosarcoma (22.91%)
followed by liposarcoma and chondrosarcoma (18,)75%

Immunohistochemical study showed that each typeesses specific markers.

Keywords: sarcomalmmunohistochemical marking, histology
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GLOSSAIRE

Anatomie pathologique: branche de la médecine qui se consacre a I'@eadi morphologie
des processus morbidégernbaum et grunfeld, 2008).

Angiosarcome :tumeur due a la prolifération de tissus dans lesipaes vaisseaux sanguins
ou lymphatiques(Kernbaum et grunfeld, 2008).

Biopsie: correspond au prélevement d’'un échantillon dritisle 'organisme vivant dans le
but de réaliser un examen microscopiq(ernbaum et grunfeld, 2008).

Chondrosarcome :sarcome du tissus cartilagineux, qui siege suaowtoisinage du genou,
formé d’une prolifération tumorale plus ou moinfétenciée dont les cellules néoplasiques
se dispersent dans une substance chondoide, myowiokElémateus@Kernbaum et

grunfeld, 2008).

Genes suppresseurs de tumeurgéne dont le dysfonctionnement provoque I'apparitdn
cancer ; il s'agit généralement de genes impligla#s la régulation du cycle cellulaire.
(Cailliez et Verreman ,2004)

Léiomyosarcome :sarcome de tissue musculaire lig€ernbaum et grunfeld, 2008).

Liposarcome :sarcome du tissu adipeux, rarement développé slipame préexistant et
généralement situé en profondékiernbaum et grunfeld, 2008).

Neurofiboromatose de von Recklinghausenest une maladie génétique, due a la présence
d’'une mutation (anomalie) dans le géne NF1, ce g&né sur le chromosome 17, commande
la production de neurofibromine, une protéine inypdie dans le contréle de la prolifération
des cellulegPanel etal., 2001)

Ostéosarcome tumeur primitive des 0s, survenant essentiellémpendant la période de
croissance et siégeant préférentiellement sur taphgse des os longkernbaum et
grunfeld, 2008).

Rétinoblastome bilatéral: Le rétinoblastome est une tumeur maligne detiaggd'origine
génétique, RB1 est le gene du rétinoblastome, située bras long du chromosome 13. |I
code pour une protéine suppresseur de tumeur quidde le cycle cellulaire. Lorsque le géne
est inactivé par mutation des deux alléles, lassanice cellulaire n'est plus contrdlée, ce qui
mene a une prolifération cellulai(Banel etal., 2001)



Rhabdomyosarcome sarcome de tissu musculaire stri€, susceptibles dartains cas
donne des métastases ganglionnaires (contrairaangrautres sarcome@dernbaum et
grunfeld, 2008).

Sarcome d’Ewing :est une tumeur essentiellement osseuse correspantiaforme
indifférenciée des tumeurs neurectodermiques priestperiphériqueéTaylor et al., 2005)

Schwannome malin: est une tumeur du systeme nerveux peériphériqusegdéveloppe dans
La gaine nerveuse (au dépend des cellules de Saeyveormant une prolifération
macroscopiquement lisse, arrondie et encapsulételht habituellement les grands troncs
nerveux, en particulier du membre supérigdarnbaum et grunfeld, 2008).

Syndrome de Li-Fraumeni :est une forme héréditaire de cancer touchant heetd'adulte
jeune, il est caractérisé par des mutations caotistitnelles du géne suppresseur de
tumeurTP53.(Panel etal., 2001).

Syndrome de Werner :(SW) est un syndrome héréditaire rare caracteas@ip

vieillissement précoce, caractérisé par Des mutatitans le gene WRN. Ce gene fournit des
instructions pour la production de la protéine Veyrgui joue un réle dans I'entretien et la
réparation de 'ADN(Panel etal., 2001)

Translocation : est une mutation génétique caractérisée par |'éehatiproque de matériel
chromosomique entre des chromosomes non homologasta-dire n'appartenant pas a la
méme paire. Elle se produit généralement lors dedi@se cellulaire.

Tumeur stromale : sont les tumeurs conjonctives les plus fréquentdsiloe digestif.. Elles
correspondent a des tumeurs mésenchymateuses arptanprotéine KIT et associées dans
la plupart des cas a une mutation activatrice dgeoe( Laurent ., 2006).
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INTRODUCTIN

Un tissu se définit comme un ensemble de cellubeami@me constitution et exercant une
méme fonction. Les tissus conjonctifs sont desisisgli ont pour principale fonction de

servir de soutien et de protéger les autres tissymorels. lls sont localisés entre les différents
organes et représentent une trés grande partissducellulaire de I'organisme

Le tissu conjonctif est d’origine mésodermiglassellule souche mésenchymateuse est une
cellule pluripotente, elle est capable de se difiérer en de nombreux types cellulaires : les
adipocytes, les ostéoblastes, les chondrocgsdidroblastes, les tumeurs qui se
développent a partir de cette cellule mésenchyrsaten les appelés tumeurs d’origine
mésenchymateuse ou « sarcome ».

Les sarcomes rassemblent un groupe de tumeess et hétérogenes qui représentent
environ 1 a 2 % de I'ensemble des tumeurs mali¢@ksk et al., 2005).différents facteurs
et différentes altération dans les voies de sigat@bn intervenants dans la formation de ce
cancer(lgor Matushansky etal., 2005)

Cependant, au cours des dix dernieres annéemmbreuses anomalies génétiques
spécifiques ont été décrites, permettant une &ileestsbn moléculaire, Cette classification a
un impact important sur le pronostic et le traitaetraes patient§Coindre., 2010) les
nouvelles stratégies thérapeutiques développéedgtmitement de ces tumeurs suivent
toutes ce méme principe de ciblage spécifique digsehts sous-types moléculaires et
histologiquegBlayet al., 2006)

L’objectif de notre travail est :

-Déterminer les différents types et sous typeolugiques des sarcomes.

- Préciser la place des techniques d'immunohisioighdans I'étude de ces cancers, assez
rares, en pratique courante et en recherche.

-Mettre en évidence les marqueurs spéciaux poujuehtype de sarcome en utilisant
I'analyse histologique de routine et I'analyse ilmohistochimique.

La premiére partie de notre étude, les donnéembiabhiques, synthétise des notions
générales sur les sarcomes.

La deuxiéme partie présente la méthodologie udilEgur la réalisation de I'étude.

Les résultats obtenus sont présentés dans uniemneipartie. lIs sont ensuite discutés,
soulevant de nouvelles problématiques menantabli@sement de nouvelles perspectives de
recherche.
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[.1. Généralité

Les sarcomes constituent un groupe hétérogeherimirs mésenchymateuses malignes qui
se développent a partir des cellules du tissu ocmtifo(Ducimetiére et al ., 2010) La cellule
souche mésenchymateuse, est une cellule plurigotequi donne lieu & de nombreuses
cellules différenciées, notamment les adipocyescEllules musculaires, des fibroblastes, les
ostéocytes, les chondrocytes, des cellules newsrel les cellules stromales, cellule est la
plus probable de l'origine ultime de sarcofBeverly, 2012) Les sarcomesont des tumeurs
raresayant une répartition particulieére par age, regrtent de 1 a 2 % des cancers de I'adulte
et 15 % des cancers de I'enfant, et par sexe.\pEs tet sous-types histologiques sont variés
avec plus de 50 catégories dans la derniére ¢tzggih de 'OMS(Coindre, 2010)

Normal Differentiation Malignant Transformation
| VIR e Translocations Ostecsarcoma
=
Dateccyte 1-‘-‘-1!:-'**-1 Complex Genetics
== . . g
) [— |49 " Ewing's sarcoma
Neural cell D PNET
—4 - Y T .
Chondrocyte # Chrondrosarcoma
Muscle myoblasts Mesenchymal stem cell Rhabdomyosarcoma
Stromal oedl\ Synovial sarcoma
- -
; - : Fibrosarcoma
Fibroblast
}
Adipocyte ‘ )-‘-"‘-‘ e, Liposarcoma
i

Figure 01 : la pluripotence des cellules souches mésenchynest@®esverly., 2012)

[.2. L'ORIGINE DE LA CELLULE SARCOMATEUSE
[.2.1. Sarcomes et les protéines régulatrices dualg cellulaire

La perturbation dans les genes de contréle deédalation du cycle cellulaire affecte au
moins trois différents types de génes responsal@sessarcomes. Le premier type concerne
les genes qui assurent le transfert des signaua darface cellulaire vers le noyau de la
cellule. Une cascade de signalisation active deiéna constitutive, a été observée dans
plusieurs sous-types de sarcomes, conduit a utiépaition cellulaire continue, prédisposant
probablement ces cellules a de nouvelles mutatigésétiques qui entrainent la
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transformation des cellules mésenchymateuses ghawee précoce de différenciation et la
formation des sarcomdBovee etal., 2010).Le second type concerne des mutations dans
des genes qui contrdlent la progression dans lie o@tlulaire et qui sont les bras effecteurs
de la cascade de signalisation. Ce groupe de gatgdus particulierement représenté par la
protéine suppresseur de tumeur rétinoblastome (pRéb)troisieme type implique des
mutations dans les genes responsables du mairdiéintégrité de 'ADN dans la réplication.
Ce groupe de génes est plus particulierement repiepar la protéine suppresseur de tumeur
p53(Beck etal., 2009).

[.2.2. La voie de la protéine suppresseur de Tumeuétinoblastome pRb

Plusieurs éléments de preuve mettent en cause d&ipg suppresseur de tumeur
rétinoblastome (PRB) dans la formation des sarcothasmajorité des sarcomes ont des
altérations dans la voie de Rb; les patients dteia rétinoblastome héréditaire présentent un
risque accru de développer un sarcofdbramson et al., 1998) Les patients atteints de
malformations du pRb monogéniques ont un risquedéeelopper un sarcome lors de
I'exposition aux radiation8Nong etal., 1997)Le produit codé par le géne RB (PRB) a été
identifié comme un régulateur critique du cycleludalre. La pRb est le régulateur clé de la
transition G1 / S, agissant comme un répressemsdrgtionnel lorsqu'il est lié a des
protéines de la famille E2F .La phosphorylationpiRb est étroitement contrélée par cycline
D1/Cdk4 et secondairement par les inhibiteurs dades cycline-dépendant&herr et al.,

2002).
D

Phosphorylates pRB (P

Figure 02: La phosphorylation du pRb par la cycline D1/€dRachel etal., 2011)

@ —>G1-5 phase progression
pLTS Al At ate ats oty

Dans les cellules transformées, les modeéles anireales cancers humains, des altérations,
manifestées soit par des mutations ponctuellesvédicin ou inhibition) ou modifications



CHAPITRE | DONNEES BIOBLIOGRAPHIQUES

chromosomiques (amplification ou délétioiiMacleod et al., 2000)Chacun de ces
événements contribue a I'’hyperphosphorylation de eRa perturbation de la transition G1 /
S d'une maniere analogue a une mutation de Rhuréxmression de la cycline D1 est un
événement fréquent dans les sarcomes des tissus chea 'adultes et, est associée a des
tumeurs de haut grade et un faible taux de syKim et al., 2001)L’Amplification et la
surexpression de la CDK4, cartographie a 12q13ithé,région fréequemment amplifié dans
les tumeurs humaines, est un événement communl'dat@&sarcome et le liposarcome bien
différencié et dédifférencié et, est associé aatergiel métastasiqu@Vei etal., 1999) .De
plus, l'inhibiteur de la kinase p16 cycline-dépertdaest souvent inactivé dans les sarcomes,
un phénomeéne associé a un comportement biologiguessf et un mauvais pronostic
(Orlow et al., 1999)

[.2.3. La Voie de la protéine suppresseur de tumeyp53

Le facteur de transcription p53 a été appelé ldigardu génomé¢Sigal etal., 2000) et cela
a été observé dans 60% de tous les sarc@@reager etal., 2001) Essentiellement, il sert a
deux fonctions :

P53 corrige le dommage de I'ADN et joue le dblen médiateur de prolongement d’arrét
de G1 pour fournir un temps suffisant pour répdesyr dommages d'ADN. et, est un
médiateur de I'apoptose, lorsque les dommageA@dI'devienne irréparabl@Vang etal.,
2004)

Les cibles transcriptionnelles de la protéine pbggrend les régulateurs intrinseques de
'apoptose tel que Bax, Noxa, Puma et Bid aussirégulateurs extrinséques comme Fas
(Fingerman et al., 2004) De plus, il a été récemment démontré que la Ei3capable
d'induire I'apoptose d'une maniére indépendanta tlanscription.

Ce processus est initié dans le cytosol, susceptiBtre contrélé par le HAm2, et nécessite la
localisation de p53 dans la mitochondfiRegula etal., 2001) L’amplification de HDM2
(MDM2 humain) est freguemment observée dans leposéircomes bien différencié et
dedifférenciés et dans I'histiocytomes fibreux ms(leach etal., 1998)



CHAPITRE | DONNEES BIOBLIOGRAPHIQUES

Degradation by K\ &
L ubiquitylation - SN .

~ MDM?2 In response to 9
£ cellular stress \\\
£ N
.f'; =y o \
'. Cytoplasm
;' | MDM2 |
I' -~ Transport to Growth arrest ||
" cytoplasm | /
\ o Nucleus \\

Figure 03 : les différentes fonctions du MDM2 dans la nat¢Rachel etal., 2011)

Aprés dommage d'ADN, la p53 est mobilisé vers it@chondrie et se lie aux Bcl-XL, ainsi
libérer des protéines pro-apoptotigues comme Bgtte localisation mitochondriale de la
p53 déclenche également la I'oligomérisation dex. Baui a son tour provoque la libération le
cytochrome c conduisant a l'apoptose. Le Bcl-2, urstantagoniste de la fonction pro-

apoptotigue de Bax, est surexprimé et associé aagmessivité clinique des sarcomes
synoviaux(Oda etal., 2000)
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Figure 04 Activation directe de Bax par p%Ghipuk et al., 2004)
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Dans une série d'analyse, a été montré que I'adation nucléaire de la p53 pourra étre un
facteur pronostique dans les sarcomes des adtlieken etal., 1996) Spécifiquement, les
tumeurs desmoid et les fibrosarcomes font partim darge éventail d’'une croissance
désordonnée des fibroblastes. Il y avait une tetel@our une augmentation de I'expression
anormale de p53 en parallele de I'agressivité dewtrs desmoides de fibrosarcomes de bas
grade et les fibrosarcomes de haut gi&davaiet al., 1994)

|.3. Facteurs de risque
[.3.1. Facteurs génétiques

Quatre maladies génétiques sont associées a lansiendes sarcomes : le syndrome de Li-
Fraumeni, la neurofiboromatose de von Recklinghausenrétinoblastome bilatéral et le
syndrome de WernéPenel etal., 2001)

Syndrome syndrome de Li4 Neurofibromatose rétinoblastome Syndrome de
Fraumeni de von héreditaire Werner
Recklinghausen
Transmission Autosomique Autosomique Autosomique Autosomique
dominante dominante dominante récessive
Gene P53 nfl Rb1l wrn
Fonction Anti-oncogéne Neurofibrine Anti-oncogéne Réparatio des
lésions d’ADN
Locus 17p13 17q 11-12 13914 8p
Phénotype Développements | Syndrome rétinoblastome | Vieillissement
de diverses polymalformatifs | bilatérale prématuré
tumeurs malignes Tumeurs cutanée
Tumeurs de
systeme nerveux
Taches café au
lait
Syndrome syndrome de Li4 Neurofibromatose rétinoblastome Syndrome de
Fraumeni de von héréditaire Werner
Recklinghausen

Tableau | : facteurs génétiques associés au développemenabesreg panel etal., 2001)

|.3.2. Facteurs environnants

1.3.2.1. Radiations ionisantes

L’exposition aux radiations ionisantes augmenteidque de sarcomes typiqguement sept a
dix ans (rangs 2 a 67 ans) apres I'exposition, motant pour les patients irradiés pour un
cancer cervical, du sein ou un lympho(Karlsson etal., 1996)
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1. 3.2.2. Infections virales

Le risque de développer un sarcome est tres émve ld population infectée par le VIH ; les
virus Herpés, Epstein Barr. Pourraient étre imggjaans la genése de certains sarcomes
(Zahru et al., 1997)

l.4. Classifications histologique et moléculaire desarcomes
I.4.1. Classification Histologique

Cette classification de référence éditée pour Empgre fois en 1969 a été profondément
remaniée et modifiée en 1994, en 1996, puis en .2002&’agit d’'une classification
histogénétique fondée sur I'aspect morphologique tipe) des cellules qui proliferent en
comparaison avec les cellules normales. Plus d®b68-types histologiques sont décrits dans
la classification réactualisée de la World HeatlgaDization(Fletcher et al., 2002).Et de
nouvelles reclassifications ont été décrites grace analyses moléculaires récentes
(Blacksteinet al., 2006.(voir tableau II)
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$ame des tissus mous

Type

Sous type

Tumeurs adipeuses

Tumeur lipomateuse atypique/liposarcome
bien différencié

Liposarcome dédifférencié

Liposarcome myxoide

Liposarcome pléomorphe

Tumeurs fibroblastiques/myofibroblastiques

Tumeur fibreuse solitaire

Tumeur myofibroblastique inflammatoire
Sarcome myofibroblastique de bas grade
Sarcome fibroblastique myxo inflammatoire
Sarcome fibroblastique

Fibrosarcome infantile

Fibrosarcome adulte

Myxofibrosarcome

Sarcome fibromyxoide de bas grade
Fibrosarcome épithélioide sclérosant
Dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand

Tumeurs dites fibrohistiocytiques

MFH pléomorphe/sarcome pléomorp
indifférencié

MFH & cellules géantes/sarcome pléomor
indifférencié a cellules géantes
MFH inflammatoire/sarcome
indifférencié inflammatoire

pléomorp

Tumeurs des muscles lisses

Léiomyosarcome

Tumeurs des muscles squelettiques

Rhabdomyosarcome embryonnaire
Rhabdomyosarcome alvéolaire
Rhabdomyosarcome pléiomorphe

Tumeurs vasculaires

Sarcome de Kaposi
Hémangioendothéliome épithélioide
Angiosarcome

Tumeurs chondro-osseuses

Chondrosarcome mésenchymal
Ostéosarcome extrasquelettique

Tumeurs de différenciation incertaine

Synovialosarcome

Sarcome épithélioide

Sarcome alvéolaire des tissus mous
Sarcome a cellules claires des tissus mous
Chondrosarcome myxoide extrasquelettique
Sarcome d’Ewing/PNET

Sarcome d’Ewing extrasquelettique
Tumeur desmoplastique a cellules rondes
Tumeur rhabdoide extrarénale
Mesenchymome malin

PECome

Sarcome intimal

GIST (tumeur stromale gastro-intestinale)
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Sarcomes 0sseux

Tumeurs cartilagineuses Chondrosarcome central, primaire ou secondaire
Chondrosarcome périphérique
Chondrosarcome dédifférencié
Chondrosarcome mésenchymateux
Chondrosarcome a cellules claires

Tumeurs ostéogéniques Ostéosarcome conventionnel (chondroblastiq
fibroblastique ou ostéoblastique
Ostéosarcome télangiectasique
Ostéosarcome a petites cellules
Ostéosarcome central de bas grade
Ostéosarcome secondaire

Ostéosarcome parostéal

Ostéosarcome périostéal

Ostéosarcome de surface de haut grade

<

el

Tumeurs fibrogénigues Fibrosarcome

Tumeurs fibrohistiocytaires Histiocytome fibreuxlma
Sarcome d’Ewing/PNET Sarcome d’Ewing

Tumeurs a cellules géantes Tumeur maligne a celgdantes
Tumeurs notochordales Chordome

Tumeurs vasculaires
Angiosarcome
Tumeurs des muscles lisses Léiomyosarcome

Tumeurs lipogéniques Liposarcome

Tableau Il : classification histologique des sarcomes selon ISYMucimetiere etal., 2010)

1.4.2. Classification moléculaire

Les sarcomes peuvent aussi étre caractériseepambmalies moléculaires auxquelles ils
sont associés et qui sont diagnostiquées soitgm fglobale par caryotype ou I'hybridation
génomique comparative par micro-array (CGH), saitgnalyse ciblée en cytogénétique par
FISH (fluorescenin situ hybridation) ou par RT-PCR (reverse transcriptiofymerase chain
reaction). Ces anomalies sont représentées paretits groupegoindre., 2010)

I.4.2.1.sarcomes avec translocation spécifique :

Représentent environ 10 a 15 % de I'ensemble desrsas. Les plus fréquents sont le
dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand, le lipmmsae myxoide, le sarcome d’Ewing et le
SynovialosarcomeAurias et al., 1983 ; Turc-Carel etal., 1983) Ces translocations
aboutissent a un gene de fusion que I'on supposaigectement responsable du
développement tumoral, La plupart de ces géendgsiten codent pour un facteur de
transcription(Riggi etal., 2007), un facteur de croissance autocti8ava etal., 2007);

Ou impliguant des génes a action de type récepgeagine kinas€Tanas etal., 2009)
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Type Translocation
Sarcome d’Ewing/PNET t(11;22) ;1 (21;22)
Liposacome myxoide t (12;16) et t (12;22)
Synovialosarcome t (X;18)
Rhabdomyosarcomes alvéolaires t(2;13) ett (1;13)
Chondrosarcome myxoide t(9;22);t(9;17); ...
Sarcome a cellules claires t (12;22)

T. desmoplastique a cellules rondes t (11;22)
Darier+errand (DFS) t (17;22)
Fibrosarcome infantile t (12;15)

Sarcome alvéolaire t (X;17)

Sarcome fibromyxoideds grade t (7;16)

Tableau Il : Les translocations dans différents types de sag@sqLetson etal., 2001)

1.4.2.2.sarcomes avec un profil génomique simple

Caractérisé par la présence d’amplifications. ipgsshrcomes bien différenciés, les
liposarcomes dédifférenciés et les sarcomes intimaantrent un tel profil caractérisé par
une amplification des genes MDM2 et CDK4 associgeeéamplification d’autres génes
dans le liposarcome dédifféren¢@oindre ., 2010).

[.4.2.3.sarcomes avec une mutation activatrice

Il s’agit des tumeurs stromales du tube digestifpgésentent des mutations activatrices,
environ 90 % des tumeurs stromales gastro-intdsimaontrent une mutation d’un gene
codant pour un récepteur a activité tyrosine-kinase KIT, soit PDGFRA. Les mutations les
plus fréquentes impliquent I'exon 11 de KIT suiarpexon 9 de KIT et I'exon 18 de
PDGFRA(Rubin ., 2006.

1.4.2.4. sarcomes avec mutation inactivatrice

Il s’agit principalement de la tumeur rhabdoideigred avec une inactivation biallélique du
gene INI1, qui est un géne suppresseur de tumieidr siir le bras long du chromosome 22
(Bourdeaut etal., 2007)

1.4.2.5. les autres sarcomes avec un profil génonoig complexe

50% a 60 % des sarcomes montrent un profil génaenigmplexe avec de nombreux gains
et pertes géniques avec fréquemment perte du géheRaltération de p5&uillou et al.,

10
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2010) Ces tumeurs sont principalement représentédsphiomyosarcomes, les
myxofibrosarcomes, les liposarcomes pléomorpheghl@bdomyosarcomes pléomorphes et
les sarcomes peu différenciés, Une perte de PTE&hatement souvent observée, en
particulier dans les Iéiomyosarcomes, On trouvaeigalgs rarement les angiosarcomes, les
ostéosarcomes, les schwanomes malins et les sa@pitleélioidegBeyaert etal., 1994).

1.5. Diagnostic

L'analyse histologique est la premiéere étape dgndistic des sarcomes, consiste a observer
au microscope, le tissu tumoral afin d'identifeenkture des cellules composant la lésion. Cet
examen représente I'étape cruciale de I'analysmopathologique, cette étude histologique
doit étre complétée par une analyse immunohistaiciie. Cette analyse a pour objectif
d’identifier les molécules produits ou exprimé [ear cellules tumorales afin de mieux classer
la tumeur ou définir son potentiel évolutif. Lors kanalyse immunohistochimique, différents
marqueurs sont impliqués sur les fragments tumoafinxde mettre en évidence l'expression
de certaines protéines impliquées dans le dévetoppetumora(Carbone etal., 1992).

1.5.1. Marqueurs les plus utilisés dans le diagnastdes sarcomes

[.5.1.1. Murine double minute 2 (MDM2)

C’est un oncogéne impliqué dans un certain nomlarepbcessus tumoraux, de nature

épithéliale ou conjonctivdMomand etal., 1998) L’amplification de ce gene est constante
dans les sarcomé®seudotouretal., 1994) La transcription de ce gene est contrblée par
p53 (Pseudotour etal., 1993).MDM2 a ainsi un réle facilitateur du passage G&Min
réle inhibiteur de I'apoptoséCoindre etal., 2004).L’anticorps anti MDM2 constitue un
instrument pratique pour 'identification des liposomes.

o fah@
;\FDP*@S \ PROLIFERATION

Figure 05 :réle de MDM2 et de CDK4 dans la genese tumai@hebon etal., 2004)

11
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1.5.1.2. Actine muscle lisse

Les actines cytoplasmique, qui appartiennent atesys microfilamentaire des protéines
cytosquelettiques, font partie des protéines ewtasyles mieux conservées. La protéine
d’actine est constituée de six isoformes, diffégenpar la séquence de leurs acides amineés,
mais qui ont toutes une méme masse moléculair@ #®4d(Rizeq etal., 1994) Il existe des
isoformesa spécifique des tissus musculaire par exempetine des muscles squelettiques,
a actine du muscle cardiaque eetactine du muscle lisse, respectivem@rtennan et al.,
2000) L’anticorps anti-actine muscle lisse marque ledlutes des muscles lisses, les
myofibroblastes, les cellules myoépithéliales, enstitue un instrument pratique pour
I'identification des IéiomyosarcoméSkalli et al., 1989 ; Brennan et al., 2000)et des
adénomes pléomorphgalberts et al., 1999).

[.5.1.3. Vimentine

La vimentine est une protéine de 57 kDa de filametermédiaire (IF). Parmi les cinq
classes d’'lfs, comprenant neuf groupes, la vimendippartient a la classe Ill, montrant un
haut degré de spécificité pour les cellules d'megmésenchymateuse. La spécificité du type
de cellule, révélée par chacun des sous-typeslieéfait d’abord considérée comme étant
conservée dans les cellules malignes ainsi que tem<gellules normales équivalentes
(Herrmann et al., 2000).L’anticorps anti-vimentine marque les cellulesnpipalement
d’origine mésenchymateuse dans les tissus normaweéaplasiques, et est utile dans le
diagnostic des tumeur@zumi etal., 1987).

1.5.1.4. Desmine

La desmine appartient a la classe lll des filamamtrmédiaires, c’est une protéine de 53
kDa encodée par neuf exons d'un gene situé a 24385desmine forme un réseau
cytosquelettique a travers le fibre musculaire ardl@u plasma et la membrane nucléaire et
est particulierement localisée dans la zone saasElemmale et la bande(@oebel etal.,
2000).L’anticorps anti-desmine marque les cellules musoes lisses et striées ainsi que les
cellules mésothéliales, et est un moyen utile pautétermination des rhabdomyosarcomes
(Chang et al 1989 ; Pollock eal., 1995) des IéiomyomegMiettinen et al., 2000 ; Oliva
etal., 1995)et des mésothélioméBlurlimann et al., 1994)

[.5.1.5. Myogénine
La myogénine fait partie de la famille des genegégilation myogénique qui comprend

MyoD, myf5 et MRF4. Ces genes codent pour un enteih facteurs de transcription qui
sont essentiels au développement musculaire. baferetion de myogénine dans des cellules

12
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mésodermiques pluripotentes transforme les cellmésodermiques en myoblas{®¥gright

et al., 1989 ; Weintraub etal., 1995) L'expression de la myogénine est limitée aux
cellules d'origine musculaire squelettigiweright et al., 1989) Anticorps anti-myogénine
marque les tissus sains et néoplasiques tels giralbelomyosarcome et la tumeur de Wilms
(Wright et al., 1996)

[.5.1.7.Caldesmon

La caldesmone est une protéine a régulation embgmmimpliquée dans les contractions
musculaires lisses et non musculaires, elle eséequhr le géene CALDISobue etal.,
1991 ; Glukhova etal., 1990). Deux variants trés proches de la caldesmone huroain&té
identifiés : le varianh-caldesmone (120-150 kDa) est exprimé essentieliedsns le muscle
lisse, tandis que l&caldesmone (70-80 kDa) est présente dans les tetsasellules non
musculaires. Aucun des deux variants n'a été detkns le muscle squelettig(fobue et
al., 1991) Anticorps anti caldesmon marque les cellules mas®sd lisses des vaisseaux
sanguins. Elle est positive dans les Iéiomyosarsdhszard etal., 1993)

.5.1.8. Ki67 (MIB-1)

L’antigene Ki-67 est une protéine nucléaire défimar sa réactivité avec I'anticorps
monoclonal provenant du clone Ki-67. Deux isoforrdes345 et 395 kDa ont été identifiées
(Gerdes etal., 1991) L'antigéne Ki-67 est exprimé de facon préférdigiau cours de
toutes les phases actives du cycle cellulaire geh&xl, S, G2 et M), mais il est absent dans
les cellules en repos (phase GGerdes etal., 1984) Au cours de l'interphase, I'antigene
est exclusivement détecté dans le noyau, alorgpgndant la mitose il se situe a la surface
des chromosomes. L'antigene est rapidement dégtasi@ue la cellule passe dans un état
non-prolifératif (Scholzen etal., 2000) et il semble n’y avoir aucune expression du Ki-67
pendant les processus de réparation de I'ABNy et al., 1994) L’'anticorps anti Ki67
marque les cellules normales et néoplasiques,ae®mes des tissus mo(lduuhtanen et

al., 1999) les adénocarcinomes prostatiqBsrre et al., 1998) et les cancers du sein
(Seshadri etal., 1996)

.5.1.9. CD99 (MIC2)

Le gene MIC2 est un gene pseudo-autosomique siine lds bras courts des chromosomes X
et Y. Les produits du géne sont des glycoprotéiteeméme poids moléculaire appelées p30
et p32(Herron et al., 1989 ; Fellinger etal., 1991) Les protéines encodées par le gene
MIC2 sont sensibles a la neuraminidase et a la&&pset Dans les érythrocytes, le gene MIC2
est régulé par le gene XG lié au chromosome Xn lfésulte un polymorphisme quantitatif
des niveaux de produit du gene MI(oodfellow etal., 1981) L'utilisation de I'anticorps
anti MIC2 facilitent la classification des gliobtames et des épendymomes du systéme
nerveux central et de certaines tumeurs des iltsathigerhans pancréatiques, en particulier

13
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le sarcome d’Ewing (SE) et les tumeurs primitivesune-ectodermiques périphériques
(PNET)(Ambros etal., 198)).

1.5.1.10. Ps100

Ps100 est une famille multigénique de protéinebaion Ca2+ de faible poids moléculaire
(Mr = entre 9000 et 13 000). La famille est comgoste 19 membres a I'expression
différentielle dans un grand nombre de types aales. Par conséquent, la S100B
(anciennement S1001) est plus abondante dansllaksealiales du systéme nerveux central
et périphérique, dans les mélanocytes, les choy®cet les adipocytes, tandis que la
S100A1 est plus abondante dans les cardiomyodegtesgellules du muscle squelettique lent,
les cellules épithéliales salivaires et les cefiuienales. De plus, la S100B est présente dans
les cellules tumorales et les sous-populationsedgames, alors que la S100A1 a également
étée détectée dans les neurones de I'hippocabg8100A6 est exprimée par les fibroblastes
et les cellules musculaires lisses et cardiaq@sild et al., 198§. Les membres de la
famille S100 ont été impliqgués dans la régulatiépehdant du Ca2+ de diverses activités
intracellulaires, par exemple la phosphorylatios geotéines, la prolifération cellulaire (y
compris la transformation néoplasique), et la dfi€iation(Donato etal., 1999 . Cet
anticorps marque les cellules exprimant la S10€eitite l'identification des néoplasmes
positifs a la S100, comme le mélanome mébnchard et al., 2000 ; Wick etal., 1988),
I'histiocytose a cellules de Langerhaif¥e et al., 1990) le chondroblastome, le
chondrosarcomeedel etal.,, 1992)et le schwannomg@ould et al., 1986).

1.5.1.11. CD117 (c-kit)

Le proto-oncogenekit, situé sur le chromosome 4 hum@vfarden etal., 1987),code un
récepteur transmembranaire. CD117/c-kit, appartedn&nfamille des récepteurs tyrosine
kinase de classe lll, Il a été montré que, générate, la voie du récepteur tyrosine kinase c-
kit est importante dans la croissance tumorala ptagression de plusieurancers (Smithey
etal., 2002) ainsi que dans les mutations du gerké emenant a la phosphorylation
(activation) du ligand-libre du tyrosine kinaseit-kt sont considérés avoir un réle pathogene
central dans par ex. les tumeurs stromales gastestinalegMiettinen et al., 2001).
L'anticorps marque le récepteur tyrosine kinasestreembranaire CD117/c-kit, situé dans les
cellules souches hématopoiétiques, les mélanodgtes)astocytes, est un moyen approprié
pour l'identification de plusieurs cancers y commpes maladies du mastocyte, la leucémie
myeéloide aigué (LMA), le carcinome pulmonaire atpatellule (CPPC), et le sarcome
d’Ewing, et il peut faciliter la différenciation &#e des tumeurs stromales gastro-intestinales
(TSGI) et d’autres tumeurs mésenchymales intra+alotedes(Tsuura etal., 1994 ; Smithey
etal., 2002).
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1.5.1.12. MMP13

Collagénase 3 est une enzyme qui chez 'Hommeodéear le géne MMP1Breije et al.,
1994) Collagénase 3 est un membre de la famille métalteprase matricielle (MMP). Dans
les situations pathologiques, il est fortement qoniené, dans les cancers humains, la
polyarthrite rhumatoide et I'arthrose. Les protgide la famille métalloprotéinase matricielle
(MMP) sont impliquées dans la dégradation de lariceaextracellulaire, le développement
embryonnaire, la reproduction et le remodelagetidess, ainsi que dans certaines maladies,
telles que l'arthrite et les métastagdshansson efal., 2000).Anticorps anti MMP13 est un
marqueur spécifique au chondrosarcdijea et al., 1998).

|.6. Le grade :

Le type histologique du sarcome n’apporte pas tosjalinformations suffisantes pour
prédire I'évolution clinique, et ainsi guider la&tlapeutique.

Le grade histologique, basé uniquement sur desngdras histologiques, permet d’évaluer le
degré de malignité et le risque métastasique.

C’est le facteur pronostique le plus important pdarsurvie globale et la survie sans
métastases. La classification de 'TOMS recommaridgliser un systeme validgCoindre.
,2006)

Le systeme de Grading de la FNCLCC est le plussétill prend en compte trois critéres : Le
degré de différenciation, la quantité de nécrodenetex mitotique.

- Le degré de différenciation est hautement dépstrdiatype et sous-type histologique.

- Le nombre de mitoses est soigneusement évaluEdscinamps microscopiques consécutifs
au fort grossissement (x 400 ; surface du chamfh740mm?) dans la zone la plus mitotique
de la tumeur.

-Seule la nécrose tumorale « vraidoit étre appréciée.

-Un score est attribué a chaque parametre et degeat obtenu en additionnant les trois
scores obtenus.(voir tableau llI).
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1/ Différenciation tumorale :
score 1: sarcomes qui ressemblent a un tissu adulte noemalliposarcomes bien différencigs,
Léiomyosarcome bien différenciés

score 2 :sarcomes pour lesquels le diagnostic de type biitpie est certain et incontestable
ex : liposarcomes myxoide, chondrosarcomes myxMggofibrosarcome

score 3 :sarcomes embryonnaires, Synovialosarcome, ost@osas; sarcomes peu différenciés|ou
indifférenciés et sarcomes pour lesquels le typwluigique est incertain et donc contestable

2/ Index mitotique

score 1: 0 a 9 mitoses / 10 champs au Gr x 400
score 2: 10 a 19 mitoses / 10 champs au Gr x 400
score 3: > 19 mitoses / 10 champs au Gr x 400

3/ Nécrose tumorale(évaluation histologique complétée par | examenrosopique)
score 0: pas de nécrose

score 1: nécrose occupant moins de 50% de la surfaceraieno

score 2: nécrose occupant plus de 50% de la surface alenor

Le grade est obtenu par la somme des scores attribuésaisxctiteres
Grade | : total de 2 ou 3

Grade Il : total de 4 ou 5

Grade 11l : total de 6, 7 ou 8

Un champ mesure 0,1734 mm2, Grade : sommes dessdddférenciation, index mitotique,
nécrose]

Tableau IV : Systéme de grade histologique de la FNCL@®Gindre., 2006 ; Fletcher et
al., 2002)

[.7. Traitement

Le traitement standard associe chirurgie et radrapie adjuvant¢Casali etal.,, 2008 ;
Pisters etal., 1996)Les nouvelles stratégies thérapeutiques dévelsgpaa le traitement de
ces tumeurs suivent toutes ce méme principe dagabépécifique des différents sous-types
moléculaires et histologiquéBlay., 2006) Le ciblage de KIT par des inhibiteurs spécifiques
de tyrosine kinase est le premier traitement calyiént démontré un gain de survie chez des
patients par ailleurs résistants a la chimiothéragti a la radiothérapi@Demetri et al.,
2002 ; Blanke etal., 2008) Certaines molécules ciblant le récepteur de IGIGF1R), la
cible moléculaire de la rapamycine (MTOR), les pémars erbB (EGFR, HER2), certains
facteurs angiogéniques ou des protéines de chamitnee (heat shock protein, HSP) ont fait
I'objet d’essais cliniques ou sont en cours d’éatian dans d’autres sous-types histologiques
(Olmos etal.,, 2008 ; Sydor etal., 2006). En ce qui concerne les cytotoxiques, certains
agents ont une efficacité spécifique reconnue tEm$iomyosarcomes et les liposarcomes
(Le Cesne etal., 2005 ; Maki et al., 2007), les taxanes, et les drogues ciblant les
microtubules dans les angiosarcor(fesnel etal., 2007 ; Fata etl., 1999)
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Notre étude a été effectuée au niveau du laboeatidnatomie cytopathologie du centre
hospitalier universitaire Franz Fanon de Blidat€étude a porté sur 48 malades atteints
d’'un sarcome sur un intervalle de cinq mois ergnwier et mai 2013;listologiquement
diagnostiqués durant notre période d’étude.

L’objectif essentiel de ce travail est d’étudiendpression des marqueurs dans chaque type en
utilisant comme moyen I'immunohistochimles parametres étudiés sont :

L’age du malade.

Le sexe.

Le siége anatomique du sarcome.
L’étude histologique.

L’expression des marqueurs tumoraux.

* & & o o

II.1.MATERIEL :

Deux matériels ont été nécessaires. L’'un biologmgpeésentant les prélevements tissulaires
et l'autre matériel est représenté par les instnimet réactifs utiles.

[1.1.1. Matériel non biologique :
[1.1.1.1. Appareillages :
Microscope photonique

Appareil d’inclusion en paraffine
Bain marie ou plaque chauffante
Appareil de circulation

Etuve thermostatif

Microtome

Plaque de refroidissement
Automate de coloration

[1.1.1.2. Autre matériel utilisé :
Chambre humide

Micropipettes réglables et cbnes adéquats
Buvard ou essuie tout

Minuterie

Tubes a hémolyse
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Portes lames
Bacs et paniers a coloration
Lames + lamessilanisées et lamelles

Dakopen

[1.1.2.Le matériel biologique :

Représenter par des biopsies et des pieces d&x@rmorale. Ainsi le tissu tumoral prélevé
sera soumis aux techniques histologiques usueatesla confection des blocs d’'inclusion en
paraffine.

Les coupes effectuées sur des blocs seraient eslpg¥ 'hématéine /Eosine pour I'étude
histologique de routine, puis imprégner par dekarps spécifiques pour I'étude
immunohistochimique.

I.2.METHODES
[1.2.1.Technique histopathologique
*Fixation

Permet la présentation du tissu a un état unsshe que possible de I'état vivant a savoir
conservation des structures ( morphologie du tiggiippes) et le durcissement des piéces.

# Immobiliser les antigenes in situ.
@ S’oppose a l'autolyse tissulaire et I'action desnmiorganismes.

Les échantillons sont fixés rapidement dans Im&déhyde a 10%. La durée de fixation
dépend de la taille de prélévement (5 a 24 heures).

*Préparation des blocs de paraffine :
+« Déshydratation

C’est la premiére étape de circulation cumsiste a débarrasser le tissu de I'eau qu'il
contient. Elle consiste a faire passer I'échamtibontenu dans les casettes d’'inclusion dans 5
(cing) bains d’alcool a concentration croissantg 76°, 90°, 95°, et 100° respectivement.

Les échantillons sont par la suite passés deusaiap de xylene pour subir I'éclaircissement.
La durée pour chaque bain est de deux (2) heures.
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% Imprégnation

A cette étape I'espace qui était occupé par l&aminé lors de la déshydratation va étre
remplacé par la paraffine liquéfiée ; donnant marséquent une rigidité au tissu qui lui
permet de garder sa forme interne au moment deulgec

L’imprégnation se fait par le passage des échansildans deux (2) bains de paraffine
liquéfiée a 60°C a une durée de deux (2) heuresgacun.

% Inclusion
L’enrobage du tissu imprégné permet ldection des coupes.

Une quantité de paraffine est versée dans le mbidehantillon imprégné est déposé
délicatement puis la partie de la cassette quewarsde support sur le microtome est déposée
au dessus par la suite une autre quantité de perait rajouté a travers les grilles de la
cassette .la paraffine une fois solidifiee apré®idissement sur la plaque; le bloc est
démoulé. Voir annexe |

++ Confection est étalement des coupes

Apres avoir placé la cassette sur le supporhiduotome ; les blocs vont d’abord subir un
dégrossissement afin d’éliminer le surplus de laffiae (20u) . L’épaisseur de la coupe est
réglée a 3y pour obtenir un ruban de paraffineastanit le tissulLe ruban est par la suite
étalé dans un bain marie a 37°C pour éviter legqsi

Les coupes dépliées sont récupérées du bain marnies lames ; ces dernieres sont mises a
sécher dans I'étuve a 66°C pendant 15 min.

«» Coloration a I'hnématéine-éosine

Cette coloration est dite usuelle ou de routatie, concerne tous les prélevements sans
distinction des tissus.

Résultat :
-'Hématéine: colore les noyaux en bleu violacé.

-I'Eosine : colore le cytoplasme en rose.
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Principe : fiche technique (voir annexe ll).

*Montage entre lames/lamelles avec utilisation d’ua colle spéciale I'Eukitt :

Figure OBrontage entre lame et lamelle

[1.2.2.Technique immunohistochimique (IHC)
Principe :

L'immunohistochimie est une méthode morphaue permettant de localiser des
antigenes dans les tissus ou les cellules, paartérps (immunoglobulines) dirigés de
facon spécifique contre ces antigénes recherliéide d'une réaction antigéne — anticorps,
le complexe formé étant rendu visible, donc loedlis, par un marqueur coloré. Ses
applications sont innombrables. Parmi les plus it@mbes, citons le diagnostic différentiel
des tumeurs indifférenciées (carcinome, sarcomignmaée, ou lymphome malin).
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1) Antigene ; 2) Anticorps primaire ; 3) Anticorps secondaire ;

4) Complexe Avidine-biotine-péroxydase 5) biotine ; 6) péroxydase

Figure Q7Principe de I'immunohistochimie

Les antigénes recherchés peuvent étre des Ag meaites, cytoplasmiques ou nucléaires ou
des protéines extracellulaires. Nous avons utilisédes coupes de tissus fixés et inclus en
paraffine par une méthode enzymatique indireceptridine biotine qui consiste a
I'utilisation d’un premier Ac (primaire).

Dans notre cas nous avons utilisé essentiellerfaeni-CD117, anti-CD99, anti-AML, anti-
vimentine,, anti-myogénine, anti-desmine, anti-MD&#i-caldesmon , anti-PS100, qui
reconnaissent I'ag a rechercher, puis un deuxiemgécondaire) se fixe sur I’Ac primaire,
ce deuxiéme Ac est couplé a la biotine, qui sa lies molécules d’Avidine ou de
Streptavidine ; celles-ci peuvent fixer plusieurslécules d’enzymes, puis enfin le DAB
révele la réaction en brun foncé qui est visualmés microscope.

Mode opératoire

Confection des coupes sur des lames sélaniséeplpoées a I'étuve a 37° pendant 24h pour

I’élimination de I'excés de la paraffine.

1-Déparaffinage et réhydratation :

& Xylene 2x5 min.
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Alcool 90° 5 min.
Alcool 96° 5 min.
Alcool 70° 5 min.

I B B

1 bain de I'eau distillée 5 min.

2- Démasquage antigénique par la chaleur au baiie pendant 40 min.
3- Sortir le bac du bain marie et laisser refrogir la paillasse pendant 20 min.
4- Transférer le portoir dans un bac d’eau digtifp¢ndant 5 min.

5- Lavage en TBS 5 min.

*Immunomarquage
-Préparation d’'une chambre humide (plateau+ |la gam@de).

- Cerclage des fragments avec un gel hydropholakq[Pen) pour empécher les anticorps de
diffuser sur toute la lame.

-Blocage des peroxydases endogénes en utilisdiadeoxygéné (H202) a 3% (10 min).
- Rincage a I'eau distillée, puis plonger les lamass un bain TBS (5 min).

- Tapotage pour éliminer le tampon en exces.

- Ringage dans deux bains de tampon en exces.

- Incubation avec I'anticorps secondaire biotini&min.

-Rincage dans deux bains de tampon TBS (5 min).

- Tapotage pour éliminer le tampon en exces.

- Systeme d’amplification a la streptavidine (1()ni

-Ringcage dans un bain de tampon de TBS 5 min.

-Tapotage pour éliminer le tampon en exces.

- Révélation en utilisant le chromogéne de la pgilase qui est le DAB (3,3-
Diaminobenzidine) 10 min.

- Rincage en eau distillée.
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*Contre coloration a 'Hématoxyline Mayer :

-Incuber les lames dans une solution hématoxyliagevlpendant 5 min.
-Ringage a I'eau courante puis dans 3 bain d’akc¢a°, 90° ,100°).

-Un bain de xyléne.

-Montage avec une colle aqueuse Faramount.

» Les grandes étapes de cette technique sont résula@eannexe Ill.
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I1l.1. RESULTATS

Notre étude a porté sdB patients agés entre 13 et 84 aeprésental les sarcomes
diagnostiqués durant notre période d’é. Les prélevementdippsie: et pieces opératoires)
ont subit une étude histologique suivie par unéeimmunohistochimique, cette derniér
pour but de rattre en évidence les marque spéciaux de chaque type de sarc

[11.1. 1.Caractéristiques de la séri

1.1.1. Répartition des cas selon le se:

|
€D

Figure 08Répartition des cas selon le sexe

®m Masculin
® Féminin

La sex-ratio : totaledes hommes/total des femr : 25/ 23 = 1,08

Les résultats obtenus montrent que les sarcomess @os fréquents chez le se
masculin (52,08%) que chez le sexe féminin (48,¢
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1.1.2. Répartition des cas selon 'ac chez les deux sexes

apelew sap aduanbal4

6 - —
5 I —
4
= Homme

3 1 = Femme
) —
1 I I III

. | g

0-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 0+

Figure 09 : Répartiton des caen fonction de I'dge chez les deux se

Le dagramme montre que les homt &gés entre 0 et 39 ans (12&0sont les plus touchu
par les sarcomes par rapport a ceux ayarage supérieud 19 ans, fr contre les femmes
ageés entre @ ans et 69 an<12,50%) sont plus touch&gar rapports ceux ayant un age
inferieur et/ou supérieur 6¢ ans.

1.1.3. Répartition des cas selon leiege anatomique (localisationflu sarcome

région intascapulaire basin colon
2 abdomen

paroi thoracique
2,08%

Figure 10 : Répartition des cas selle siege anatomique du sarcc
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La localisation la plus &quente était au niveau membre inferieur avec cas soit 60,41%
ensuite 5 cas au reau de l'utérL (10,41), par contrée pourcentage le plus faible a
trouvéau niveau du larynx, vessidans la région intrascapulaire, dans la paroi ttique, et
au niveau de la rat{@,08%).

1.1.4. Répartition des cas selon s types histologiguesles sarcome :

E sarcome des tissus mc
B sarcome ossel

Figure 11: Répartition des cas selor type histologique des sarcomr

D’apres les résultats obtenus on remarqueles patients qui atteints d’'un sarcc des tissus

mous 65,31 %) sont les plus fréquerpar rapport a ceuxjui ont un sarcon 0Sseux
(46,80%).
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1.1.5. Répartition des cas selon s sous types histologiquedes sarcome :

tumeur stgomale tumelu_r CMPNST
dermatofibrosarcome__6:25% vascuiaire - 5 gy,
2,08% 4,16%

sarcome d'ewing
6,25%

chondrosarcome

18,75%
leiomyosarcome
)

liposarcome
18,75%

rhabdomyosarcome
2,08%

ostéosarcom
22,91% Q

myxofibrosarcome
2,08%

Figure 12 Répartition des cas selor soustype histologique des sarcorr

D’apres les résultats obtenus, les sarcomes us répondus sont les ostéosarcorqui
touchent 11 patientsle notre échantillon (22,%), suivis par leliposarcomes et les
chondrosarcomes (18%8 qui prennent la deuxiéme ple Tandis que le Iéiomyosarcomes
se classent a la troisiérptace 14,89%).
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[11.1.4. Résultat de I'histoloqgie :

L’analyse histologique de routirdescoupes tissulaires de notre s a permis d'arriver au
diagnostic dans la majorité des
Pour L’examen au faible grossissen : souvent le plus important, il permet de recueilbs
informations sur la taille, le siége de la tumesas rapports ac les tissus normaux, I'aspe
de ses bords, sa cellularité, la substance irtieligtj la vascularisation, et de recherche
I’échelon microscopique d’éventuelles zones deos#

L’examen au fort grossissement apporte lui aussimfermations impcantes :

- permet souvent de préciser le degré et le typeiftrahciation par I'examen attentif ¢
cytoplasme et du noyau. C’est souvent a ce gre@ssist que I'on peut identifier de mani
formelle la présence de lipoblastes, de cellulesorales msculaires striées ou musculai
lisses, la présence de myofibroblastes, de celhdegeuses. Cet examen permettra égale
d’apprécier I'activité mitotique et la mise en émdte éventuelle de mitoses atypiq
orientant tres fortement vers le diagiic de malignité.

R :RhabdomyoblastéCellule tumorale en raquett

Figure 13 : Aspect histopathologiqr d'un Rhabdomyosarcome .Colorat H&E; Grx40
(photo originale)
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SO: Substancestéoide CT: Cellules tumorales

Figure 14: Aspect histopathologique d'un Ostéosacome ostéipa .Coloration HE;
Grx40 (photo originale)

CMLA : Cellules musculais lisses atypiques FM : Fibres musculais
PM: Plage myxoide

Figure 15: Aspect histopathologique d’uLéiomyosarcomeColorationHE; Grx40 (photo
originale)
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L : Lipoblaste (cellule tumorale) PM : plage myxoide A : Adipocyte

Figure 16: Aspect histopathologique d’uliposacome myxoide .Coloration HE; Grx10
(photo originale)

CT : cellule tumorale EA : endothélium atypique CV: cavité vasculaie
GR: Globule rouge

Figure 17: Aspect histopathologique d'un Angiosarcome .ColoraHE; Grx40 (photo
originale)
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L: Lipoblaste A: Adipocyte

Figure 18: Aspect histopathologique d’ liposacome dédifferencie€olorationHE; Grx40
(photo originale)

P: Prolifération au tour des vaisse: V :vaisseaux CT : cellule tumorale
Figure 19 : Aspect histopathologique d’ Schwannome malinColoration HE; Grx40
(photo originale)
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CC : cellules @ancéreuses rondes et monomorphes avec un cytaptasiont et un noya
vésiculeuxet largement basophi

Figure 20 : Aspect histopthologique d’'un sarcome d’Ewin@olorationHE; Grx40 (photo
originale).

CA : chondrocytes atypique avec un noyau atypique eytoplasme basophi
PM : plage myxoide

Figure 21 : Aspect histopathologique d’un chondrosarcc.ColorationHE; Grx10 (photo
originale).

32



CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

PM: plage myxoide FM: Fibre musculaire atypique  CG : cellule géante
CT : Cellule tumorale
Figure 22 : Aspect histopathologique d’'MyxofibrosarcomeColorationHE; Grx40 (photo

originale).

T

2EY A Wiy
i/ ""' 23 f e
AN

A : Adipocyte PT :prolifération tumorale agencée en rayon de rouéobagt la graiss

Figure 23: Aspect histopathologique d’unermatofibrosarcome diDarier et Ferrand
.ColorationHE; Grx10 (photo originale)
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[11.1.5. Résultats del'immunohistochimie:

L’étude immunohistochimiqu a été réalisée sur 19 Prélévemeantmoraux parmi les 4
cas. Soit 39% de naschantillon, font I'objectif de I'étude des marqueurs spéciawun
chaque type de sarcome.

[11.1.5.1. Les résultats individuels pour chaque marqueur
Les marqueurs étudiés so

-MDM2 dans 4 cas

- AML dans 8 cas

- PS100 dans 7 cas

- Desmine dans 8 cas
-Myogénine dans 3 cas

- Vimentine dans 3 cas
-h-caldesmone dans 5 cas
-CD99 dans 4 cas

-CD117 dans 3 cas

8 A
7
)
(U 6
U y 7
n
3 5
'O [
D) 4
S
Q - A
S 3
e _
2 A
AN I I III [
0 4 4
MDM2 CD99 AML PS100 | Desmine Myogenl Vimenti CD117
ne ne caldesm
one
= positif 3 3 8 2 6 0 2 4 3
= négative 1 1 0 5 2 3 1 1 0

Figure 24Les résultats individuels pour chaquarqueul

On remarque que I'Ac leglus fréquemment exprimés sont TAMICD117, desmir, Alors
gue myogénine étaiégatifc dans tous les cas ou il a était utiligeci estparfaitement
compréhensible du fajjue cet Ac est surtout utili pour éliminer des tumeuspécifiques.
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111.1.5.2. Les résultats de I'lHC en fonction du type histologique :
L’étude immunohistochimique est réalisée dans :

- 7 cas de LMS
- 6 cas de LPS
-3 cas de tumeur stromale
-3 cas de sarcome d’Ewing

Pour le reste des types histologiques, I'HC ntapais réalisée en aucun cas. Les 11 cas
d’'ostéosarcome nécessitant pas la technique d'irohistochimie, et les 9 cas de
chondrosarcomes : les anticorps ne sont pas dideaail niveau de notre I'aboratoire, tandis
gue pour les autres types histologiques y'a un mamdgeffectif.

LMS : les résultats sont donnés par rapport au nombecasieu I'Ac est utilisé.

AML : positifs chez 6 cas.

h-caldesmon : positif dans les 4 cas.
PS100 : négatifs au niveau de deux cas.
Desmine : positif au niveau de 5 cas.
Vimentine : positif chez deux cas.
Myogénine : négatif sur un seul cas.

YVVVYVYYY

LPS

MDMZ2 : positif dans 3 cas et négatif dans un sesl c
CD99 : négatifs chez un seul cas.

Desmine : négatifs chez deux cas.

Myogénine : négatifs chez deux cas.

PS100 : négatifs chez un seul cas.

VVVYVYY

Tumeur stromale

CD117 : positif sur tout les cas.
Desmine : positif chez un seul cas.
AML : positif chez deux cas.

PS100 : positif dans chez un deux cas.
h-caldesmon : positif chez un seul cas.

YVVYY

Sarcome d’Ewing
» CD99: positifs sur tout les cas.

» PS100 : négatif chez un seul cas.
» Vimentine : négatif chez un seul cas.
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L : Lipoblaste

Figure 25 : Immunomarquage des cellules lipoblastic par l'utilisation cCanticorps anti
MDM2 au niveau d'un liposarcome de hagrade, (A): Grx 10; (B):Grx40. (Photo
originale)

Figure 26: Immunomarquage des cellules tumorpar l'utilisation canticorps anti CD99
au niveau d’'un sarcome d’EwiiGrx10 (photo originale).
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Marquage <
Cytoplasmique

Figure 27 : Immunomarquage des cellules tumoipar l'utilisation danticorps antAML au
niveau d’'unLéiomyosarcome pléiomorplGrx10. (Photo originale)

Marquage ——
cytoplasmique

Figure 28: Immunomarquagecytoplasmique des cellules tumoralepar [utilisation
I'anticorps anti healdesmorau niveau d’un Léiomyosarcon@ x10. (Photc originale)
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Marquage
Cytoplasmique

Figure 29: Immunonarquage des cellules tumorale I'utilisation danticorps antps100 au
niveau d’'ure tumeur stromalGrx10. (Photo originale)

Marquage
cytoplasmique
avec
renforcement
membranaire

Figure 30: Immunomarquagecytoplasmiqueavec renforcement membrani des cellules
tumoralepar I'utilisation canticorps anti c-KIT (CD117)au niveau d’'une tumeur strom
Grx10. (Photo originale)
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[.2. DISCUSSION:

Les sarcomes, correspondent aux tumeurs mésenauseatmalignes, ils sont rares
puisqu’ils représentent moins de 1 % des tumeultgnes de I'adulte et 15 % des cancers de
I'enfant (Zachary etal., 2012 ;Ducimetiere etal., 2010). lls peuvent toucher une tranche
d’age allant du nouveau né au sujet agé, maisdémce augmente avec I'age. Tous types
histologiques confondus, I'dge moyen de surventidee85 an$Bui Nguyen Binh., 2004,
Fletcher etal., 2002 ; Panel etl., 2001 ; Nijhuis etal., 1999 ).

Selon Ross et al, avec les données du Nationaécamstitute’s Surveillance, Epidemiology,
and End Results Program (SEER), environ 15% désnpsiprésentant un sarcome sont agés
de moins de 15 ans, et a peu pres 40% sont agésates ou plugWeiss etal., 2001 ; Ross
etal., 1993).

Dans notre série, la moyenne d’age est de 43,7288 des extrémes de 13 et 85 ans. La
répartition des malades selon les tranches d’agatrendeux pics de fréquence situés entre 0
et 19 chez les hommes et entre 60 ans et 65 andeshieEmmes.

Selon une mise au point sur I'épidémiologie des@akes, la répartition homme-femme
montre une nette prédominance masculine, aveci&lizss de sarcomes chez 'lhomme que
chez la femme(Panel etal., 2001).

Des études faites par Kasse et ses collegues mouatre Iégére prédominance masculine
(57%)(Capanna ., 1998 ; Bui Nguyen Binh., 2004 ; Kassea., 2003).

Alors que dans notre série la prédominance mascabhnotée avec (52,08%) soit u sex-ratio
de 1, 08.

Concernant la localisation, les sarcomes peuvedésgelopper dans n’importe quel endroits,
ils posseédent une répartition ubiquitaire, maiddealisations les plus répandues sont par
ordre décroissant de frequence : les membres 889@ avec une nette prédominance au
niveau du membre inférieur (45-63%). Le tronc (11P&6). Le rétropéritoine (12 & 15%)
Téte et cou (9 a 10%%aynor etal ., 1992 ; Pisters etl., 1996 ; Fayette etl., 2005 ; Bui
Nguyen Binh ., 2004 ; Stoeckle ., 2006).

Dans notre série nous ne retrouves pas tout kegamhéme localisation , le membre inferieur
(fémur, cuisse, genou, jambe) est le plus touc@@l{6%6) car tous les types de mésenchymes
sont regroupés au niveau des membres, le tropafta thoracique) ( 2,08%),, aucun résultat
retrouvé au niveau de : Le rétropéritoine, Téteoet par contre on a trouvé des localisations
au niveau de l'utérus, et au niveau de la vessie,

Les études faites par la SEER (1973-2008), ont réestque les sarcomes des tissus mous se
produisent actuellement beaucoup plus frequemmentes tumeurs osseuses malignes.

En 2008, les sarcomes des tissus mous ont repégeerst de 87% de tous les sarcomes
diagnostiqués, tandis que les 13% restants desabtigs etaient les tumeurs osseuses
maligneg(Zachary etal., 2012)

Confirment a notre résultat qui montrent que lesm@aes de tissue mous (52,08%) sont plus
fréquents que les sarcomes osseux (48,92 %).
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Des études faites par Burningham et al ont mogédes ostéosarcomes sont plus fréquent
chez I'enfant (age 20 ans)Burningham et al., 2012), tandis que le liposarcome et le
chondrosarcome sont les sarcomes les plus fréqdertadulte, ensemble, ils représentent
35-45% de tous les sarcomes. Néanmoins, I'inciddesdifférents types varie selon les
différentes séries.

Comme celle de Hashimoto et al. , parmi les 1106iés , Le chondrosarcome (25,1%) et le
liposarcome (11,6%) étaient les types histologidesplus représentés, suivis par le
rhabdomyosarcome (9,7%), le Iéiomyosarcome (9,@&schwannome malin (5,9%) et le
fibrosarcome (5,2%)Hashimoto etal., 1992).

Dans la série de Markhede et al, les 3 sarcomgdusdréquents étaient le Histiocytome
fibreux malin (28%), le fibrosarcome (14%) et lgdsarcome (9%). Le rhabdomyosarcome,
le sarcome d’Ewing /PNET étaient les sarcomesllesngpandus de I'enfan¢Markhede et
al., 1982).

Dans notre travail, les sarcomes les plus fréqusisl’ostéosarcome (22,91%) , le
liposarcome et le chondrosarcome (18,75%), sumidgpléiomyosarcome (5,2%), le sarcome
d’Ewing et les tumeurs stromale (6,25%), et en idedireu, MNPST, et le RMS avec 2,08%
des cas pour chaque type.

L’immunohistochimie occupe actuellement une plaspadrtante et constitue un réel progrés
dans le diagnostic et le classement des sarcoméEs gu hombre croissant d’anticorps (Ac)
de bonne qualité et a leur disponibilité.

L’'IHC ne peut étre utile que sous certaines coodgid’utilisation :

-elle doit étre considérée comme un complémena aedrphologie,

-la technique doit étre d’excellente qualité, éeala I'aide de témoins externes et internes,
-il faut prépare une batterie de marqueurs,

-I'interprétation doit étre rigoureuse.

L’'IHC ne contribue qu’exceptionnellement au diagimde bénignité ou de malignité d’'une
lésion. Elle peut cependant apporter un argumaegisifi@our le diagnostic de certaines
lésions bénignes (tumeurs bénignes des nerfs @fidpies).

Certains marqueurs de prolifération, comme le M{lki67), peuvent théoriquement étre

utiles pour aider a déterminer le degré de makgmé certaines tumeurs, comme les tumeurs
stromales gastro-intestinales. lls doivent cepenéfia considérés comme en cours
d’évaluation et utilisés avec une grande prudeties |ésions bénignes réactionnelles pouvant
s'avérer beaucoup plus prolifératives que des tusnealignes (cas des faciites et Iésions
apparentées). Indépendamment de sa valeur diagmestiscutable, le marqueur de
prolifération Ki67 semble posséder, dans plusiséries de la littérature, un intérét
pronostique propré&lensen etl., 1988).

Pour l'identification de la nature sarcomateuse&on d’une tumeur maligne indifférenciée,
L'IHC est ici d’'une grande utilité et permet halgiement d’identifier un carcinome
(Cytokératine et EMA positifs), un mélanome (vimeat protéine S100 et HMB45,
Melan-A positifs), un lymphome (CD45 positifs) on sarcome (vimentine positive).
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Certains cas restent cependant d’interprétatidititkf du fait de carcinomes positifs pour la
vimentine et de sarcomes positifs pour les marcguépithéliaux.

Dans ces cas, c’est sur un ensemble d’argumentgustis, morphologiques (HES) et
immunohistochimique que I'on pourra conclure. Degtse situation, I'lHC est surtout utile
pour confirmer un type de sarcome suspecté suptammlogie, mais est en pratique rarement
utile devant un sarcome totalement indifférencié.

La contribution de I'HC a la classification d’'uarsome dépend du type histologique
envisagé. En pratique 4 marqueurs musculairesuitises : desmine, actine musculaire lisse
a, actine musculaire globale HHF35, ainsi que la géyine. Les marqueurs les plus utiles
pour le diagnostic de RMS sont la desmine et lagégone qui sont positives dans environ
90% de ces tumeu(€essna etl., 2001 ; Kumar etal., 2003).Par contre I'actine

musculaire lisse est habituellement négative dans les RR&wendant, quelques cellules
tumorales peuvent exprimer ce marqueur dans cedigpemeur.

Pour le diagnostic de Iéiomyosarcome Les marguesrglus utiles sont la desmine, I'actine

musculaire lisse alpha et la caldesmone. La desesihie plus spécifique mais I'’Ag reconnu

résiste mal a la fixation formolée et moins de 50¥% cas de |éiomyosarcomes sont positifs.
L’actine musculaire lisse alpha est plus sensitldésmoins spécifique. L'’h-caldesmone, est

assez specifique de la différenciation musculaiaesrsa sensibilité dépend de la localisation
et du degré de différenciation des Iéiomyosarcoi@en. utilisation apparait tres intéressante
pour distinguer les tumeurs musculaires lissedéi#ans myofibroblastiqug€arbone et

al., 1992 ; Kumar etal., 2003).

Dans notre série tous les cas léiomyosarcomesvsamofuer positivement par I'actine muscle
lisse et la caldesmon. Ce qui prouvée que ces tinsent d’origine musculaire lisse

De plus L'IHC peut étre d’'une grande aide pourisgdostic des liposarcomes du fait de la
positivité presque constante et relativement sppmfdes anti-MDM2 et CDKA4 liée a
I'amplification de ces deux gengBilotis etal., 2000).

Des études faites par Florence et ses colleguesenbique les cellules de liposarcomes bien
différenciés contiennent des chromosomes surnuraérgéants ou en anneau, de structure
complexe, porteurs d’amplifications de différentgions du génome et notamment, de fagon
constante, de la région 12q14-15 incluant le ¢é¢bdé12 (Mandahl et al., 1998 ; Karaman
etal., 2008).

En plus, ces chromosomes présentent la partitéildétre dépourvus de séquences
alphasatellites centromériques. La détection dapldications de MDM2 est une bonne aide
au diagnostic différentiel par rapport aux liponless liposarcomes dédifférenciés présentent
un profil d’amplifications de MDM2 similaire a celdés liposarcomes bien différenciés
(Florence etal., 2004).

Les méme résultats on été trouvés, les 3 capasalicome de haut grade ou dédifferencier

sont marqués positivement par I'anticorps antiMWE) tandis que le liposarcome
pléomorphe est marqué négativement.
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Dans le liposarcome pléomorphe on n'observe paspuliication constante deIDM2.
L’analyse de deux cas par CGH sur chromosomes &tcds par CGH sur biopuces d’ADN a
confirmé cette absence d’amplification spécifiqua’a pas mis en évidence d’anomalies
pathognomoniques de liposarco(Reitz et al., 2002 ;Szymanska et al., 1996 Des
altérations dé53, telles que des mutations dans les exons 7 etdg@opertes d’hétérozygotie
ont été observées dans 4 cas d’'une série de 9L €esne comportaient pas d’amplification
deMDM2 (Schneider-Stock etl., 1998).

L'utilisation d’IHC dans le diagnostic de sarconiBwling et neuro-épithéliome (PNET) des
tissus mous sont maintenant considérées commetapaar au méme groupe des tumeurs
neuro-ectodermiques périphériques. Montrent un uzaye positif avec I'anticorps CD99
(MIC2).

En 1983 Aurias et al. Décrivent la présence d’une translocation chramogue équilibrée
retrouvée dans 83 % des sarcomes d’Ewing. La treatsbn t(11;22) (q24;912) devient un
marqueur cytogénétique spécifique de cette entit®tale( Aurias etal., 1983)

Ce marquage est expliqué par une hyperexpresgigemne MIC2, cette hyperexpression
peut maintenant étre mise en évidence au nivedaigue a l'aide de I’Ac MICZKovar et

al., 1990).

Les méme résultats on été trouvé dans notre siri@ tas de sarcome d’Ewing sont marquer
positivement avec I'anticorps CD99.

Les tumeurs stromalant été ainsi définies comme des tumeurs mésendbyses du tube
digestif présentant un aspect histologique paréculutilisation d’IHC aide pour le
diagnostiade ces tumeurdu fait de la positivité de-Kit(CD117). En 1998Hirota et al.,
établissent la relation entre le développement & @t la mutation du gend T (Hirota et

al., 1998).

De nombreuses publications ont depuis confirméuoasiers travaux, permettant une
avancée fondamentale dans la compréhension déhlagesmie de ces tumeurs. Les tumeurs
stromales digestives sont caractérisées par langstd’anomalies moléculaires dans deux
genes cibleXIT et PDGFRA (Duensing etal., 2004)

L’immunomarquage est habituellement cytoplasmiquex aenforcement membranaire, plus
rarement cytoplasmique en grains périnucléditeéndre etal., 2005) (GIST) sont

associées dans la plupart des cas a une mutatigatace de ce gene.

Des études faites par corless et al., montrentigne 70 % des cas, les mutation&de
siegent dans I'exon 11, touchant le domaine jux@abranaire intracellulaire. Dans 5 a 10 %
des cas, elles siegent dans I'exon 9, touchardrgathe juxta membranaire extracellulaire et,
dans 5 % des cas, dans I'exon 13, touchant le adenaaitivité kinase |. Rarement (< 5 %),
elles se situent dans I'exon 17, touchant la bod@etivation deKIT (Corless etal., 2004)

Dans notre série, I'expression du c-Kit était pesivec un marquage cytoplasmique dans
tous les cas. L'utilisation du c-Kit nous a permésredresser le diagnostic en faveur d'une
tumeur stromale dans 3 cas (diagnostiqués auparaecamme des tumeurs musculaires et
comme schwannome dans respectivement let 2 cas).

L'immunohistochimie n’a pas été réalisé sur lesdmshondrosarcome car, I'anticorps
MMP13 ni pas disponible au niveau de notre abamtbDans I'étude actuelle, il est
intéressant de noter que, dans la plupart deseceasahdrosarcome analysés étaient positifs

42



CHAPITRE 1lI RESULTATS ET DISCUSSION

pour le MMP-13, il y avait de nettes variations si&pourcentage de cellules positives et
I'intensité de la coloratiofGrimer et al., 2007)

la surexpression de MMP13 a été observé dansatedecchondrosarcome de grade Il .
Alors, la réaction la plus faible a été notée darsupart des cas de chondrosarcome de
grade |. Conformément a Uria et al ces variatie®iP-13, I'intensité de la coloration peut
étre tributaires du comportement biologique etkrmctéristiques histopathologiques (degré
de cellularité et polymorphisme) dans cette tunfbia et al., 1998)

Les mécanismes impliqués dans l'activation de laRMIN sont complexes. Des recherches
antérieures ont indiqué que la production d'urefactie croissance appelé facteur de
croissance des fibroblastes basique (bFGF) pahl@sdrocytes malignes qui stimule la
cellule méme pour produire la collagénase-3 (MMP{BBileau etal., 2005 ; Lobbet al.,
1986)

L'analyse moléculaire des ostéosarcomes a mongréigactivation du suppresseurs de
tumeur Rb et p53 joue un role dans leur développén@stéosarcomes sont la deuxieme
tumeur la plus fréquente chez les patients attedimt®tinoblastome héréditaifelelman et
Meltzer., 2003 ; Wadayama eél, 1994).

Ostéosarcomes contiennent des cellules malignesrhant prolifératives qui sont en grande
partie arrétés dans leur différenciatid@ang et al 2008, Thomas et al 2004l).ostéosarcome
est caractérisé par une prolifération ostéoblast{ganstituée d’ostéoblastes de petite taille
regroupés de maniére anarchique). Le diagnosticalignité est facile, et nécessite pas la
technique immunohistochimique, étant donné le graomdbre de mitoses et d’atypies. De
maniére caractéristique, ces cellules élaborentmatece extracellulaire osseuse différenciée
ou immature (ostéoide).qui est I'élément du diagogsodarressi Ghavam etal., 2006).

On peut dire que I'HC joue un roteucial dans le diagnostic de ses tumemnas dans

certain cas le diagnostic anatomopathologiqueigtilé. Depuis un peu plus de 20 ans
maintenant, un nombre croissant d’'anomalies gamegigpéecifiques de certains sarcomes est
décrit, offrant un outil diagnostique dans de nogoises situations. Ainsi, environ 25 a 30 %
des sarcomes de I'adulte et de I'enfant présentemtranslocation spécifique d’'un type ou
sous-typehistologique, par ex : les liposarcomes bien difeiés—dédifférenciés présentent
une amplification pratiquement constante des gbtiell2 et CDK4. Parallélement, les
développements technologiques ont permis d’acatdes études de biologie moléculaire en
pratique de routine. L’évolution dans la connaissagt la prise en charge des sarcomes et
I'arrivée de traitements ciblés spécifiqgues sospomsables d’une demande croissante d’un
diagnostic précis de la part des oncologues.

Il existe differentes méthodes d’étude en génétapsesarcomes : pour but de détecter les
anomalies chromosomique, ces méthodes sont :

-Le caryotype est I'étude de la morphologie desttosomes au moment de la métaphase.

- Hybridation fluorescente in situ (FISH) qui g une sonde fluorescente constituée de la
séquence complémentaire du segment d’ADN celluka@tudier.
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-PCR quantitative qui utilise un couple d’amorcesgluences d’ADN spécifiques d’'une
région du génome) et, par une séquence de dénamsredlongations, amplifie le segment
d’ADN compris entre ces deux amorces. En compaeargsultat a celui d’'un gene témoin.

- Hybridation génomique comparative (CGH) C’est tewhnique d’étude globale des gains
et pertes de matériel génétique par une tumeur.
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Conclusion

Les sarcomes sont des tumeurs rares par rappatitgutype de cancerour cette raison, elles
sont difficiles a traiter car métastase par voigysine.

Notre étude a confirmé la répartition particulidess sarcomes par sexe et par age, selon la
localisation et selon le sous-type histologiquée Blégalement apporté de nouvelles
informations.

Nous possédons a présent une gamme étendue desebybntechniques pour étudier cet
aspect de ce type de cancer.

L’utilisation de coloration standard Hématoxylinedthe comme moyen de diagnostic
uniguement dans les cas de I'ostéosarcome et reodges tout les cas.

L'utilisation d'immunohistochimie joue un réle imgant dans le diagnostic de ce type de
cancer. L'un de ses principaux services publicd'entifier correctement une tumeur
comme étant d'origine mésenchymateuses ou norg etgporté que les sous types
n'expriment pas les mémes marqueurs, donc chageeptyssede des marqueurs spécifiques
de la lignée. Aussi permet de faire la différenceedeux sarcomes de morphologie similaire
et, identifier les lésions qui appartiennent au m&pectre lIésionnel en dépit de morphologies
différentes.

Mais I'’étude immunohistochimique reste insuffisatiéms le diagnostic de certains cas, donc,
il sera intéressant de compléter cette étude eigappt des techniques de la biologie
moléculaire qui peuvent apporter des informatidas ppprofondies sur le développement
I'altération génétique de ce type de cancer eti pesmet d’évaluer le diagnostic.
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Annexe | :

L’'appareil de laboratoire

Automate de circulation

Appareil d’inclusion Automate de coloration

Etuve memmert Microscope optique Bain marie
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Annexe |l :

Les étapes de l'inclusion

a-verser une quantité de paraffi

b- déposer le prélevement dans un me

c- bien centré le préleveme

d- déposer une partie de la cassette sur le moukrstivencore la paraffine des
e- laisser refroidir sur la plaque refroidissa

f- démoulé le bloc
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Coloration Hématéine Eosine :

Déparaffiner et hydrater les coupes :

Faire passer les coupes dans deux bains de xylénéant 3 a 5 minutes chaque fois.
Rincer a I'eau courante.

Colorer avec 'hnématéine de hariss (15 min).

Laver les coupes a I'eau de robinet.

Enlever I'exces d’hématoxyline dans un bain d’alamde (1 a 2 plongées).

Laver a I'eau de robinet.

Bleuir dans un bain ammoniacal.

Laver a I'eau de robinet.

Colorer dans la solution d’éosine (15 secondesnngtes).

10-Déshydrater dans 3 bains d’alcool.
11-Eclaircir dans 2 bains de xylene.

Réactifs et solutions :

@ & & 6 6 O O O O O O o o o

Xylene.

Alcool (75° a 100°).

Eau distillée.

Formol a 10%.

Paraffine.

Eau oxygénée.

Panels d’anticorps primaire.

Anticorps secondaire biotinylé = streptavidine-lnetperoxydase.
Substrat chromogene 3-3 Diaminobenzidine (DAB).
Hématéine.

Eosine.

Eukitt type Faramount.

Hématoxyline de Mayer ou de Hariss.

Tris Buffered saline (TBS) pH=7, 6.
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Annexe |l :
Target Retrieval solution a pH=9. (Solatae démasquage).
Solution alcool acide :

- Alcool éthylique a 70% : 1000 ml.
- Acide chlorhydrique concentré : 5 ml.

Préparation des solutions et dilutions :
Préparation du DAB :

Ajouter une goute (ou 20 ul) de chromogéne DABmphde tampon substrat.
Préparation de Tris Buffered saline (TBS) :

Dissoudre la totalité de contenu d’'un sacleisdde I'eau distillée ou désionisée et porter
le volume final a 1l. La solution de TBS résultaaten titre de 0,05 mol/l en Tris- HCL, 0,15

mol/l en NaCl, a 7,6 de pH et ne doit pas étreédilu
Préparation de Target Retrieval Solution (TRS), Ph910%) :

Préparer une solution de travail en dilution lecaaniré au 1/10 eme dans de I'eau distillée ou
désionisée. La solution de travail est stable pein@anois entre 2 et 8 °c.

Les Anticorps :

MDM2: Monoclonal Mouse Anti-Human MDM?2
CD99: Monoclonal Mouse Anti-Human CD99, Clone 12E7

Vimentine: Monoclonal Mouse Anti-Human Vimentin,cbke V9
Desmine: Monoclonal Mouse Anti-Human Desmin, Cl@83

Myogénine: Monoclonal Mouse Anti-Myogenin, ClonellF5

AML: Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle AgtClone 1A4
Caldesmon: Monoclonal mouse anti-human caldesmimmed-CD.
Ps100: Polyclonal Rabbit Anti-S100

CD117: Polyclonal Rabbit Anti-Human CD117, c-kit
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Dilutions des anticorps : (DAKO)

MDM2 : 1:25 et 1 :50 (concentré /diluant)
Vimentine : 1:10 au 1:20 (concentré /diluant)
Desmine : 1:50 et 1 :100 (concentré /diluant)
Myogénine :1:25 a 1:5qconcentré /diluant)
AML: 1:50 et 1:100 (concentré /diluant)
Caldesmon : 1:50 — 1:10 (concentré /diluant)
ps100 : 1:400 (concentré /diluant)

CD99 : 1:50 a 1:75 (concentré /diluant)

CD117 : 1:40 to 1:60 (concentré /diluant)

ANNEXES
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Annexe Il :

Tableau | ;

La répartition des cas selon le sexe

Sexe Nombre | %

Masculin 25| 52,08%
Féminin 23| 48,93%
total 48 100%

Tableau II:

La répartition des cas selon I'age

Age Homme Femme
[0-19]
[20-29]
[30-39]
[40-49]
[50-59]
[60-69[
[70-79]

80+
Total

ORI WIOIA NN

Ok INwINO[w|[o

N
N
w

Tableau Il :

La répartition des cas selon le type histologique

type Nombre | %
sarcome des tissus mous 25 52,08%
sarcome 0Sseux 23 48,92%
Total 48 100%
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Tableau 1V :

La répartition des cas selon les sous -type higigple

Tableau V :

La répartition des cas selon le siege :

type Nombre %
chondrosarcome 9 18,75%
Léiomyosarcome 7 14,58%
liposarcome 9 18,75%
Myxofibrosarcome 1 2,08%
ostéosarcome 11 22,91%
Rhabdomyosarcome 1 2,08%
sarcome d'Ewing 3 6,25%
Dermatofibrosarcome 1 2,08%
tumeur stromale 3 6,25%
tumeur vasculaire 2 4,16%
CMPNST 1 2,08%
totale 48 100%

Le siége % Nombre

abdomen 2,08% 1

basin 2,08% 1

colon 2,08% 1

dos 4,16% 2

intestin 4,16% 2

larynx 2,08% 1

épaule 2,08% 1

membre inferieur 60,41% 29

paroi thoracique 2,08% 1

utérus 10,41% 5

vessie 2,08% 1

rate 2,08% 1

région intascapulaire 2,08% 1

? 2,08% 1

Total 100% 48
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Tableau VI :

Les différents anticorps utilisés

N sexe| age | type Marqueur
14/1 |F 32| dermatofibrosarcome de Darrier et Ferrand
53/1 |H 35| chondrosarcome | /
104/1 | F 22| ostéosarcome /
106/1 |H 25| chondrosarcome /
207/1 |F 64| liposarcome grade |l| MDM2
259/1 |F 66| Iéiomyosarcome |l AML, DESMINE, CALDESMONE
340/1 |H 84|1éiomyosarcome AML, CALDESMONE
356/1 |H 17| ostéosarcome ostéoblastique /
385/1 |F 44| chondrosarcome |l /

CD99, MDM2, VIMENTINE, PS100
521/1 |H 84| liposarcome dédifferencier MYOGENINE
531/1 |H 62| liposarcome pléomorphe MYOGENINE, DESMINE
603/1 |F 61| liposarcome pléomorphe MDM2
743/1 |H 45| liposarcome pléomorphe llI DESMINE, MYOGENINE
811/1 |F 15| ostéosarcome de haut grade /
844/1 |F 44| chondrosarcome |l /
859/1 |F 22| sarcome d'Ewing CD99
870/1 |F 65| Iéiomyosarcome AML, CALDESMONE, VIMENTINE
491/1 |F 19| ostéosarcome /

PS100, VIMENTINE, AML,
25/2 |F 64| Iéiomyosarcome a cellule épithélioide | CALDESMONE, DESMINE
28/12 |F 57| tumeur stromale de haut grade CD117, PS100, DEGSVAWIL
151/2 |F 54| myxo fibrosarcome /
152/2 |F 31| PNET/sarcome d’Ewing CD99
321/2 |H 61| chondrosarcome |l /
340/2 |F 52| Iéiomyosarcome DESMINE, MYOGENINE, AML
416/2 |F 62| léiomyosarcome PS100, DESMINE, AML
367/2 |H 13| ostéosarcome /
432/2 |F 35| ostéosarcome /
472/2 |H 31| sarcome d'Ewing CD99, VIMENTINE, PS100
473/2 |H 75| liposarcome /
788/2 |F 35| tumeur stromale PS100, CD117
245/3 |H 39| lipoma like /
663/3 |H 19| ostéosarcome /
514/3 |H 17| ostéosarcome ostéoblastique /
594/3 |H 31| chondrosarcome /
321/3 |H 81| rhabdomyosarcome /
513/3 |F 44| chondrosarcome |l /
635/3 |F 41| chondrosarcome myxoide I /
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665/3 |H 26| ostéosarcome /

545/3 |H 56| tumeur stromale PS100, AML, CALDESMONE, CD11]
391/3 |H 58| tumeur vasculaire /

415/4 |H 15| ostéosarcome /

816/4 |F 49| léiomyosarcome DESMINE
651/4 |F 70| liposarcome bien différencié MDM2
353/4 |H 26| ostéosarcome fibroblastique de haut grade  /
441/4 |H 55| angiosarcome /

133/4 |H 47| liposarcome myxoide /

120/5 |H 17| CMPNST

132/5 |H 32| chondrosarcome /
Tableau VII :

Les résultats individuels pour chaque marqueur

Marqueur Positif Négatif
MDM2 3 1
CD99 3 1
AML 8 0
PS100 2 5
Desmine 6 2
Myogénine 0 3
Vimentine 2 1
h-caldesmone |4 1
CD117 3 0
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