AN UNIVERSITE oe
M MONTPELLIER
FACULTE DE
M E DEClNE

HHHHHHHHHHHHH

25y UNIVERSITE // Lo e
DE MONTPELLIER ll Cancérologie — 0w

Montpellier ~n 1+ m & s

MEDECINE

DU TISSU SAIN AU TISSU PATHOLOGIQUE

TUMEURS DES TISSUS CONJONCTIFS

Eric Frouin, MD PhD

1.Service d’Anatomie et Cytologie Pathologique, CHU de Nimes
2.Institut de Recherche en Cancérologie de Montpellier (U1194)



Liens d’intérets

* MSD, Roche



* Caractéristiques et classification des
tumeurs des tissus conjonctifs

* Biologie moléculaire des tumeurs
appliguées aux tumeurs des tissus
conjonctifs

* Techniques d’analyse des anomalies
moléculaires - FISH

* Exemples pratiques de diagnhostic de
tumeurs des tissus conjonctifs
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Caracteristiques et
classification des
tumeurs des tissus
conjonctifs



Nomenclature

* Depend :
e Dutissu d’origine
e Du caractere bénin ou malin de la tumeur

* Principes
* Racine = cellule ou tissu d’origine
» Suffixe = caractere bénin ou malin



Nomenclature de quelques tumeurs
conjonctives

Cellule ou tissu Tumeur bénigne Tumeur maligne
d’origine

Fibroblastes

Cellules musculaires
lisses

Cellules musculaires
striées
Adipocytes

Cellules
endothéliales

Cellules
cartilagineuses

Cellules osseuses



Nomenclature de quelques tumeurs
conjonctives

Cellule ou tissu Tumeur bénigne Tumeur maligne
d’origine

Fibroblastes Fibrome Fibrosarcome
Cellules musculaires . .
. Leiomyome Leiomyosarcome
lisses
Cellules musculaires

., Rhabdomyome Rabdomyosarcome
striées
Adipocytes Lipome Liposarcome
cielliiles Angiome Angiosarcome
endothéliales 2 g
cielliizs Chondrome Chondrosarcome

cartilagineuses

Cellules osseuses Ostéome Ostéosarcome



Questions

* Quel est le mode de dissémination métastatique préeférentiel des
sarcomes?

* Comment appelle-t-on un tableau clinique association de
nombreux chondromes?



Tumeurs conjonctives

e Sarcomes : rares, 1 % des cancers.
« Taux de renouvellement plus faible des tissus conjonctifs

 Facteurs de risque
« Syndromes de prédisposition génétique (rares) :
« Li Fraumeni (TP53) : rhabdomyosarcome, ostéosarcome
« Neurofiboromatose (NF1) : tumeurs nerveuses malignes.
« Agents environnementaux.

« Surtout des tumeurs bénignes : superficielles, sus aponévrotiques,
des membres.

« Evolution sarcomes : parfois rapide avec extension locale et
metastases precoces par voie hématogene




Classification des tumeurs conjonctives

* Trois niveaux d'agressivite :

 Tumeurs bénignes : risque tres faible de récidive, pas de metastase,
pas de destruction loco-régionale

« Tumeurs a malignité locale : potentiel de recidive et de destruction
locale si réséquees incompletement, metastases rares.

« Tumeurs malignes (sarcomes) : risque local et genéral (métastase) ;
Grading



Grade histopronostique des sarcomes

* Grade de la FNCLCC (Fédération Nationale des Centres de Lutte
Contre le Cancer)
* 3 grades

3 parametres :
e Différenciation
* Nombre de mitoses
* Nécrose

* Tumeur de grade 1 : tumeur tres bien difféerenciée, a risque
métastatique faible

* Tumeur de grade 3 : tumeur peu différenciée, a risque
métastatique élevé




Fibromes

* Prolifération benigne, croissance lente
* Fibroblastes +/- quantité de tissu conjonctif collagene

* Ubiquitaire :
* Peau
* Voies aérodigestives supérieures (Nez, Rhinopharynx)




Fibromatoses

* Exemple de limite dans la classification Tumeur bénigne/Tumeur
maligne
- Tumeurs bénignes (microscopiquement)
- Localement invasives et récidivantes

- NOTION D’AGRESSIVITE LOCALE

Fibromatose palmaire :
Maladie de Dupuytren



Fibromatoses

* Proliférations fibroblastiques multifocales, évolutives, développées a
partir des aponévroses, envahissant et détruisant les muscles,
pouvant étre volumineuses

* Fibromatose desmoide (intra ou extra-abdominale)

Koshariya M. Case Rep Surg. 2013



Autres tumeurs fibroblastiques

e Tumeur fibreuse solitaire

e Dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand :
e Peau
* Malignité locale (intermeédiaire)

e Fibrosarcome :
* Membres et tronc
* Tumeur maligne

Fibrosarcome intra-musculaire



Lipomes

Tumeurs fréequentes : 1/3 des tumeurs conjonctives

Beénin, superficiel

Apres 45 ans
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Comme du tissu adipeux mature : jaune, flasque




‘—

Li posa frcomes aE "\‘{.{' Liposarcome bien différencié , 7

= - - - v ~
Qe VPR R 0 ) e, - S5 : \
y N~ . > ¢ = 4
S~ 2 frd R A = Ry > < 3
~ o " i B ” - N \ 2 -

* Tumeurs frequentes des tissus
Mmous

* Rétropéritoine ou des membres

* Types histologiques :
e Bien différencié/Dédifférencié
e Cellules rondes/Myxoide
 Pléomorphe

« Anomalies moléculaires spécifique{sss1_-




Tumeurs musculaires : classification

* Muscle lisse:
* Leiomyome
* Leiomyosarcome

 Muscle strié :
* Rhabdomyome
* Rhabdomyosarcomes
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Tumeurs musculaires striees

* Rhabdomyome :
 Cardiaque
e Associé a la sclérose tubéreuse de Bourneville

* Rhabdomyosarcome:
* Enfant > adulte
* Alvéolaire (anomalies génétiques) ou Embryonnaire

e Cavités céphaliques (orbite, nez, sinus) ou sphere uro-génitale
(vessie, prostate, vagin, cordon spermatique)

* Chimiothérapie




Classification des tumeurs vasculaires

* Angiomes
* HEmangiomes
* Lymphangiomes

* Angiomatoses : nombreuses lésions vasculaires

* Angiosarcomes



Tumeurs vasculaires bénignes

Angiomes Hémangiome
* Tumeurs benignes fréquentes « Terme pour les tumeurs vasculaires
* Prolifération de vaisseaux bénignes
néoformés entourés de tissu .

Tumeurs et malformations

conjonctif vasculaires (hamartomes)

* Surtout dans la peau, les

* Hémangiome infantile : tumeur de
muqgueuses, les muscles

’enfant qui a une croissance puis une
auto-involution

* Hemangiome caverneux . tumeur
profonde faite de larges cavites
vasculaires +/- kystiques



Angiomes

Lymphangiome

Hémangiome infantile

Bhayya H. Contemp Clin Dent 2015



Angiosarcomes

* Tumeurs malignes peu différenciées des vaisseaux
* Peau ou tissus mous
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Sachiko Ono. Arch Dermatol. 2012




Sarcome de Kaposi

e Tumeur vasculaire secondaire a
une infection par le virus HHVS8

e 2 circonstances:
* Sujet africain P SR
* Sujet atteint par le VIH en phase SIDA N N e SR A4

* Peut régresser avec la correction SRRl g | 8 STE R
de limmunodépression S e SRET s -

HHV8



Classification des tumeurs du squelette

* Tumeurs ostéoformatrices :
* Bénignes : osteome ostéoide et osteoblastome
* Malignes : ostéosarcome

* Tumeurs cartilagineuses :
* Bénignes : osteochondrome et chondrome
* Malignes : Chondrosarcomes

e Chordomes

* Sarcome d’Ewing



Tumeurs osseuses béenignhes

* Ostéoblastes sans atypies et osteogénese immature, stroma
richement vascularisé.

* Osteome osteoide : tumeur douloureuse, douleurs calmeées par la
prise d’AINS



Ostéosarcomes

Tumeurs malignes de
’adolescence

Ostéoblastes atypiques
produisant un tissu osseux
Immature

Détruit Uos préexistant

Evolution rapide, métastases
pulmonaires




Tumeurs cartitagineuses

bénighes
Ostéeochdndrome (En)Chondrome :
(= exostose ostéogénique) * Nodules cartilagineux de petite
 Tumeur cartilagineuse la plus taille, chondrocytes sans atypies
fréquente * Respecte l'os préexistant

* Coiffe cartilagineuse (cartilage
de croissance)

* Tissu osseux trabéculaire

©WebPathology




Exostoses multiples
Chondromatose multiple

* Risque de transformation :
* Surveillance
* Excision au moindre doute




Chondrosarcomes

* Tumeurs rares de U'adulte age
* Evolution lente
* OS plats des ceintures

* Histologie :

* Nodules cartilagineux de grande
taille

 Chondrocytes atypiques
e Détruit Uos

A

* Grades :
* Grade | : malignite locale | 5
* Grade lI-lll : risque de dissémination === “

, . . Chndrosarcome bien d'frené;é
métastatique pulmonaire en & !



Sarcome d’Ewing

* Tumeur malignhe osseuse intra-
médullaire, lytique

e Tous les 0s
e Peut étre extra-osseux

* Tumeur indifférenciée
* Translocation spécifique

(LA ao’-

NP7




Tumeurs stromales digestives (GIST)
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Tumeurs de differenciation incertaine

* Ex : synovialosarcome

* Touche les membres, le poumon, le
rein
* Prolifération biphasique :
* Composante conjonctive fusiforme
« Composante épithéliale

* Translocation spécifique




iologie moleculaire des
tumeurs appliquees aux
tumeurs des tissus

conjonctifs



Oncogenes

* Formes altérées de genes normaux (proto-oncogenes)

* Proto-oncogenes:
 Conservés dans toutes les especes

* ROle essentiel dans des étapes clés de la régulation de l'embryogénese
ou de la croissance cellulaire ou tissulaire

* Deviennent oncogenes si remaniés et/ou surexprimeés : gain de
fonction

* Peuvent induire Uapparition et/ou le développement d’'une tumeur



Genes suppresseurs de tumeur

= Anti-oncogenes
 Inhibiteurs de la croissance cellulaire

* Inactivation du produit de ces genes par perte de fonction bi-
allélique : nécessite de 2 évenements moléculaires

e Perte de fonction

* Voies de signalisation, prolifération, difféerenciation, cycle,
apoptose



Question

* Quels sont les types d’anomalies moléculaires impliquées dans la
biologie des tumeurs que vous connaissez ?



Types d’altérations geniques

* Mutations : mutations ponctuelles, délétions, insertions
* Réearrangements chromosomiques (translocations/inversions)
e Delétions chromosomiques

 Amplifications géniques



Mutations ponctuelles

Proto-oncogene

— fe—
Mutation
ponctuelle

Alberts et al. (dth Ed) p 1338

Protéine hvperactive
Ex: KIT (Ex : Tumeur stromale gastro-intestinale ou GIST)

—_— ) — D’aprés Molecular Biology of the cell




Mutations ponctuelles

* Modification de Uactivité
* Proto-oncogenes : 1 seul évenement
* Anti-oncogenes : 2 évenements (réecessif)

Séquence Exon 11 du géne C-KIT Mutation « gain de fonction » par Délétion de 6
IR IR paires de bases du géne KIT dans une GIST

c.1669T>A K\A ‘ / \ @
p.(Trp557Arg) - - \L U \Y '




Réarrangements chromosomiques

* Translocation :
* Obtention d’une protéine hybride/chimeérique

* Hyper-expression d’un oncogene en raison de la transposition de sa
région codante a proximité de séquences régulatrices d’autres genes

* Ex: EWSR1 - FLI1 :
* t(11; 22)
* Gene de fusion exons 1-7 de EWSR1 et exons 5-9 de FLI1
* Protéine chimérique



Réarrangements chromosomiques

Proto-oncogéne  iiiE——
Réarrangement
i chromosomique
- e L
|
AN
Protéine hybride
Ex: EWSR1-FLI1
Sarcome d’Ewing
Ex: IgH, IgL / Myc t(8,14) D’aprés Molecular Biology of the cell
Lymphome de Burkitt Alberts et al. (4th Ed) p 1338




Exemple de Translocation avec promoteur

Fort

Situation normale: 1 gene a promoteur
« fort »

IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH
IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH IgH
IgH "IgH “IgH “IgH "IgH "IgH 7l Hgl H “IgH "IgH “IgH “IgH ~IgH "IgH

IHIHIHIHIHIHIHgIHIHIHIHIHIHIH
gIgHgIgHgIgHgIgHglgHgIgHgIgHgIgHgIgHgIgHgIgHglgHgIgHgIgH

Promoteur faible Cycline D1

Survenue d’une fusion génique

Promoteur faible CyclineD1

BN ¥

CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD 1 CyclineD1 CyclineD1
CyclineD1 Céclin_em Céclinem C%clin_em C%clin'eD 1 C%clin_em CyclineD1
yclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD 1 CyclineD1 CyclineD1
CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD 1 CyclineD1 CyclineD1
CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD1 CyclineD 1 CyclineD1 CyclineD1

" ias, "f(..‘f-

.‘:":25}‘4{3‘&?"":14‘ Surexpression de cycline
P e.-'.?-'%-"_,t';' <, D1en
£ A : . e
E immunohistochimie



Déletions chromosomiques

* Perte de fonction d’un gene suppresseur de tumeur
* Ex: protéines du systeme MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)

 Dans les sarcomes : perte du gene SMARCB1 dans les tumeurs
|' " miswoiypé

B Epithelioid sarcoma, proximal type B Synovial sarcoma M Sarcoma, NOS B Sclerosing epithelioid fibrosarcoma
I Epithelioid sarcoma, distal type B Dedifferentiated liposarcoma Conventional chordoma I Dermatofibrosarcoma protuberans
B Myoepithelial tumor Low-grade fibromyxoid sarcoma Angiosarcoma B Embryonal rhabdomyosarcoma
A B Epithelioid MPNST Desmoplastic small round cell tumor [l MPNST Leiomyosarcoma
B Epithelioid schwannoma Ewing sarcoma Osteocsarcoma I Well-differentiated liposarcoma
Poory-differentiated chordoma Mesenchymal chondrosarcoma Myxofibrosarcoma
B Malignant rhabdoid tumor Cellular schwannoma B Spindle cell rhabdomyosarcoma
Copy Number (Log2FC) FISH Mutation type IHC
. . - Not altered M Nonsense Mutation Bl Intragenic Deletion = Missense Mutation [l Lost
-4 =9 0 2 4 Heterozygous deletion ® Frameshift Deletion / Sphce Site = In-frame InsDel B Retained
SM. . Homozygous deletion
L o vy
" UL B i ] L | 1}

swascer o[ JFANLY 0 HATH I T II
SMARCE1T mutation or intragenic deletion ol “ll"ooo ““- "I I o“ l

swancer oo v || AR



Tumeurs SMARCB 17 déficientes

* Groupe tres hetérogene de tumeurs, majoritairement sarcomes

A Classification

Epithelioid sarcoma

hmmln.hllllll.l.l.n_.mnj.l.ullLun.mlL.hl.J

(UL ST
TumorTvoeIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIzi‘.‘-’???i?f"}IIIIIIIIIIIIIIIIIlllll i

swascareny o | [ NN 1111

g |1 1101010
] 11 AR 0 RS L

swancen o || AT

SMARCB1 mutation or intragenic deletion

Histotype

B Epithelioid sarcoma, proximal type Bl Synowvial sarcoma B Sarcoma, NOS B Sclerosing epithelioid fibrosarcoma
1 Epithelioid sarcoma, distal type B Dedifferentiated liposarcoma Conventional chordoma I Dermatofibrosarcoma protuberans
B Myoepithelial tumor Low-grade fibromyxoid sarcoma Angiosarcoma I Embryonal rhabdomyosarcoma

B Epithelioid MPNST Deasmoplastic small round cell tumor MPNST Leiomyosarcoma

B Epithelicid schwannoma B Ewing sarcoma Osteosarcoma o Well-differentiated liposarcoma

Poory-differentiated chordoma [l Mesenchymal chondresarcoma Myxofibrosarcoma
B Malignant rhabdoid tumor Cellular schwannoma B Spindle cell rhabdomyosarcoma
Copy Number (Log2FC) FISH Mutation type IHC

. - Not altered M Nonsense Mutation I Intragenic Deletion ™ Missense Mutation [l Lost
-4 -2 0 2 4 Heterozygous deletion ® Frameshift Deletion / Splice Site s In-frame InsDel B Retained

. Homozygous deletion



Amplification genique
* Multiplication du nombre de copies d’un gene
* Augmentation de son expression
* Etape tardive

* Ex: MDM?Z2 et Liposarcome



Amplification genique

Proto-onco gé Ne e —

[ Amplification génique ]

AN o p———

PR

Ex: MDM2 (liposarcome bien différencié)

D’apres Molecular Biology of the cell
ARN [ N Alberts et al. (4th Ed) p 1338




IHC et amplification diagnostique

MDM2

* Protéine E3 ubiquitine ligase
* Chromosome 12913-15

* Amplifié dans le liposarcome
bien différencie/dedifférencié

[Activated oncogenes |
e
» l ey
T . MDM2 ‘

0b / \ |
Lo
p53 -— @ > I—>

Ubiquityiation

p53 target genes

N\

Cell-cycle Apoptosis
progression

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Exemples de proto-oncogenes et types d’anomalies
moleéculaires les activant

Tableau 8.1

Exemples de proto-oncogénes impliqués dans des tumeurs humaines

Proto-oncogénes

Type d’anomalie

Exemples de tumeurs impliquées

ERBB1 (EGFR) sur-expression ou mutation activatrice nombreux carcinomes

ERBB2 (HER2) amplification carcinomes mammaires et ovariens

FLT3 mutation activatrice leucémies aigués myéloides

RET mutation activatrice carcinomes thyroidiens
% mutation activatrice sarcomes, gliomes

mutation activatrice tumeurs stromales gastro-intestinales

KRAS mutation activatrice carcinomes coliques, bronchiques, pancréatiques

NRAS mutation activatrice leucémies, mélanomes

BRAF mutation activatrice mélanomes

ABL translocation leucémie myéloide chronique

CMYC translocation lymphome de Burkitt

NMYC amplification neuroblastomes

cycline D translocation lymphomes du manteau

CDK4 mutation activatrice mélanomes




Alterations épigéeniques

* Pas de modification de la structure de 'ADN
* Modification de ’expression des genes

* Hypo ou Hyperméthylation des régions modulatrices de la
transcription

* EX: MLH1



Biologie moleculaire des tumeurs des
tissus conjonctifs

« Anomalies moleculaires non spécifiques :

« Dérégulation de la proliferation cellulaire et du controle du cycle cellulaire
(TP53)

 Mutations activatrices ou inhibitrices

« Anomalies moléculaires spécifiques :
 Amplifications (MDM2 et liposarcome)

« Translocations +++ : genes de fusion avec acquisition de nouvelles
fonctions cellulaires (Ewing).

* Tumeurs bénignes : souvent des anomalies moléculaires
spécifigues, mais ne conférant pas une capacitée a disseminer
(diagnostic)



Techniques d’analyse
des anomalies
moleéculaires - FISH



Principe de ’hybridation in situ

 Basée sur la complémentarité de CADN

La molecule
d"ADN



Dénaturation de ADN par chauffage
Renaturation par refroidissement lent

dénaturation
¢
— .

. o
renaturation o.




Principe de UHIS

B L
-
ok &
Probe Target

| |
d ' '
'nnmmvlmrmmm

O’Connor C. Nature Education 2008.



Visualisation de U’hybridation

A F Direct FISH F
Drtesction indirect CISH Detection
i —
©. 9
B F rdi
\ II: I;,E:E“-FIEH F .-r" ®
S I

F : Fluorochrome
B : Biotine

S : Streptavidine
P : Peroxydase



Visualisation de U’hybridation
Microscope fluorescence



Fluorescence
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Fluorescence

Excited State Levels

L AVAVAY-NER
MAVAVAY:
A
= Absorbed Emitted
= excitation fluorescent
= light light
Fluorescence
F lifetime (ns) » Y
Ground State

Excitation and Emission Spectral Profiles

Relative Intensity

300 400 500 600 700
Wavelength (Nanometers)



DAPI FITC Texas Red

DAFI
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Spectres émission/absorption

Spectral Profiles of Popular Traditional Fluorophores

Absorption Emission
100 - 100
= £
O 80 2 80
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Microscope pour la FISH

2 ) - m_x. 3
| O)( 07

1- Source lumineuse

2- Filtre d'excitation
3a- Miroir dichroique

4 - Préparation

S - Filtre d'arrét UV



Les sondes de FISH

* Directement couplées a un fluorochrome (Cy3, TR,
FITC) ou marquées

* Sondes satellites (CEP ou Chromosome enumeration
probes) : sonde DNA de ségquences hautement
répetées, principalement dans les centromeres

* Sondes spécifiques d’un locus (LS| ou Locus specific
Identifier)



Types de sondes pour HIS

e Sondes de fusion

* Sondes de separation (« split sighal » ou « break-
apart »)

* Sondes centromeériques



Sondes de fusion

Point dle cassure

Gene A | * Principe:

Géne B 7 * 2 sondes de 2 couleurs différentes qui
. s’hybrident a leur locus respectifs Aet B

situés sur 2 chromosomes différents

\elinEll

* |Intérét: détection de translocation

* Nécessite de connaitre le partenaire

Ventura RA. J Mol diagnostic 2006.



Sondes de split
SERI1IED

ETVE |

ﬂ P B I L =~ * Principe:
e * 2 sondes de 2 couleurs différentes qui
E—Ty e flanquent la région de cassure du gene
d’intérét

Normal * |ntérét : détection de translocation

* Ne nécessite pas de connaitre le partenaire
* Interpretation plus facile

Abnormal

Ventura RA. J Mol diagnostic 2006.



Sondes centromeriques

d. Amplification
-

* Principe :
* 2 sondes de 2 couleurs différentes :
* L’une surle centromere
* L’autre sur le gene d’intérét
* |Intérét : détection une amplification
ou une delétion

* Interprétation longue pour les
amplifications car il faut compter
les signaux de chaque couleur pour
faire un ratio

e. Deletion

=)

Sugita S. J Orthop Sci 2017.



NGS pour la détection des anomalies

moleculaires

Les étapes du séquencage NGS

Panel ciblé

oot
a3
[ —
o= o-—
T——% o——=
or = -—-—:
-.—_-_:; -
——— = -
OoO— —=n4m
o ———————m
—

- 2=
pc—— - - |
- B P
—— O — =
Sélection
des cibles:

Préparation de la

Examen morphologique
| Extraction ADN/ librairie: Fragmentation
R S =
Qualification Ligation d’amorces Capture
7>h

Amplification ou

Référence ATAGGTCGTCATGCT |txonaderons

ATAGGTCATCATGCT
CAT GCT

CAU
Histidine  Alanine

CAT
CAU

Read
GCU

ATA GGT
AUA GGU
Histidine

Isoleucine Glycine
don n*132 de IDH]

n acide aming s cox
IOHIR132H

Isduu‘:,:mu dw

Séquenceur NGS:
Production
de millions

de reads
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24h
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( 48h



NGS pour la recherche de transcrits de
fusion

(a) Gene A Gene B .
5 : . : e Fusion mRNA
Reverse Transcription (RT)
v
3 I I I 1 5 Fusion cDNA
pri it $
rimers addition I";2\u»m Probe A Probe B /: e
| N % , I
3| I I T 15" Hybridization
illu Z\UMI Probe A l Probe 3/’ rclillul
3 | “""“llllllllllIllnlllllllllllIl ; B
DNA ligase addition
ilu 2 \UM' Probe A Probe B / rclillul
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P5 adaptor primer l
(b) ilhiiaian illu 2 Index Indexed P7 adaptor primer
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Exemples pratiques de
diagnostic de tumeurs
des tissus conjonctifs



Cas clinique 1 : Dermatofibrosarcome de
Darier et Ferrand

* Tumeur conjonctive cutanée a malignité intermediaire (risque
important de récidive locale mais métastases rares)

Caractérisée par une
translocation
PDGFR :: COLATA

Quelle technologie
allez-vous utiliser?

IATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED.



FISH Dual-Fusion

* Etudie la fusion des 2 genes partenaires

* On connait le partenaire et les points de cassure

Chromosome 17

COL1A1 (17q21.33)
Size: 18 kb

Probe size: 551 kb

45633992 45616455
1 6 10 20 30 40 49 50
45821193 45264025
PDGFB (22q13.1) Chromosome 22
Size: 22 kb

Probe size: 394,6 kb

37728030




FISH Dual-Fusion : DFSP

* Translocation PDGFR-COLA1A
* Formation de chromosomes en anneau

Translocation présente Pas de réarrangement

Frouin E. Ann Dermatol Venereol. 2008



FISH Dual-Fusion : DFSP

* Confirmation par rtPCR de la translocation

COL1A1 Ex46 | PDGFB Ex2
B Y

Salgado R. Genes Chromosomes Cancer. 2011



Cas clinique 2 : Sarcome d’Ewing

* Tumeur conjonctive maligne des os de l'enfant

Ewing Sarcoma

Ewing Sarcoma
’ /

Caractérisée par une
translocation impliquant
le gene EWSR1

Quelle technologie
allez-vous utiliser?

together.stjude.org



Translocation : Break-Apart

* La plus frequemment utilisée, la plus facile a lire

* Etudie un seul des 2 genes partenaires, le plus souvent
impligué dans la translocation

* On ne connait pas le partenaire

* Utile pour les partenaires multiples ou points de cassure non
constants.

* Moins de risque de faux positif



FISH EWSR1-BA




FISH EWSR1-BA

Pas de réarrangement Réarrangement de EWSR1

Choi EY. Semin Diagn Pathol 2014



Cas clinique 3 : Liposarcome peu
différencie

* Tumeur conjonctive maligne du rétropéritoine

Caractérisée par une
amplification du gene
MDM2

Quelle technologie
allez-vous utiliser?
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Amplification : FISH centromérique, CGH, etc.

Amplification de MDM2
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Cas clinique 4 : Dysplasie fibreuse

* Tumeur osseuse bénigne peut toucher tous les os

Caractérisée par une
mutation du gene GNAS

Quelle technologie
allez-vous utiliser?




Mutation : sequencage par PCR/NGS

Extracellular

oanil
S
~IIII
-

C
Wild Type CGT > CAT (p. R201H) CGT>TGT (p. R201C)
2 @G C &6 T G ® C c cC G T G Z C T 6 C € 6 T G T . C
Cys Arg Val Arg Cys Arg
200 201 202 201 200 |\ 201

Intracellular

J differentiation

A proliferation

Marrow fibrosis

Woven bone

Impaired mineralization
Hormone overproduction

Shi RR. Mod Pathol 2013 Burke AB, Oral Dis. 2017



En synthese



Tumeurs des tissus conjonctifs

* Grande famille de tumeurs : bénignes, a malignite intermédiaire,
malignes

* Concept de maligniteé locale

* Concept de maladie avec de nombreuses tumeurs : suffixe
« matose »

e Souvent associées a la survenue d’une anomalie moléculaire
spécifique utile pour le diagnostic et +/- pour le traitement



Je vous remercie
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