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1) INTRODUCTION

Le carcinome rénal a translocation Xp11.2 est une entité rare, de description récente
dans la derniére classification OMS des tumeurs rénales (2004). Initialement décrite
chez l'enfant, cette tumeur est également connue sous le nom de carcinome a
cellules rénales de type juvénile. Elle touche préférentiellement les sujets jeunes,
classiquement avant 40 ans, mais peut survenir chez I'adulte plus agé. Elle est plus
fréquente chez la femme. La fréquence est estimée & 40% des carcinomes rénaux

chez I'enfant et moins de 2% des carcinomes rénaux chez I'adulte (1) (2) (3).

Cette tumeur ayant des caractéristiques morphologigues communes a la fois au
carcinome a cellules claires conventionnel et au carcinome papillaire, elle était
auparavant classée le plus souvent parmi I'une ou l'autre de ces catégories. Le
développement récent des études moléculaires a permis de mettre en évidence un
réarrangement génique spécifique commun, définissant une seule et méme entité. Il
s’agit d’'un réarrangement impliquant le gene TFE3, plus rarement le gene TFEB,

avec 5 partenaires possibles, donnant naissance a un transcrit de fusion spécifique.

Il est actuellement recommandé de porter le diagnostic a [laide de
limmunohistochimie avec l'anticorps anti-TFE3, complétée par une confirmation

moléculaire du réarrangement par PCR, hybridation in situ ou cytogénétique.

La pathogénie de cette tumeur est encore mal connue et le traitement peu codifié car
les séries publiées sont peu nombreuses et le recul sur cette pathologie est limité.
Les altérations génétiqgues observées dans cette tumeur étant différentes de celles
connues dans le carcinome rénal a cellules claires conventionnel, ou le carcinome

papillaire, I'évolution et la réponse au traitement peuvent étre différentes.



Les objectifs de cette étude étaient :

e Faire une étude morphologique approfondie sur les caractéristiques
spécifiques de cette entité.

o Comparer I'expression immunohistochimique de la protéine TFE3 et la
présence du réarrangement spécifique en hybridation in situ.

* Rechercher d’éventuelles mutations des oncogenes KRAS et BRAF.



1) GENERALITES

1) Les cancers du rein, épidémiologie

Les cancers du rein représentent en 2011, selon les données actuelles de l'institut
national du cancer, 3% des cancers de ladulte sans distinction de sexe,
correspondant au sixieme rang par ordre de fréequence. lls sont plus fréquents chez
’homme, représentant, tous types confondus, 3.6% des cancers (sixieme rang) et
2.3 % chez la femme (dixieme rang). Parmi ces cancers, les carcinomes a cellules
rénales représentent 90% des types histologiques chez l'adulte. Les facteurs de
risques suspectés a ce jour pour les carcinomes rénaux en général sont le tabac (4),
l'obésité (5), et I'exposition a des produits chimiques toxiques comme les solvants

organiques et pesticides.

Chez I'enfant, les tumeurs du rein sont trés rares et leur histologie est différente,
avec une tres large prédominance des néphroblastomes, les carcinomes ne

représentant qu’environ 4 %.

Les carcinomes rénaux pédiatriques se voient plus fréquemment dans des contextes
de syndromes génétiques prédisposants, entre autres, aux carcinomes rénaux et
notamment la sclérose tubéreuse de Bourneville, ou en cas dantécédents de
traitement par chimiothérapie pour une autre cancer, notamment les leucémies ou

les néphroblastomes (6).



2) Historique de la classification des tumeurs du r ein

Des classifications des tumeurs rénales regroupant différents types tumoraux selon
la cellule d’origine, I'architecture tumorale et le mode de croissance ont été définies
afin d’améliorer le diagnostic de routine et la prise en charge des patients. Des 1986
on trouve un regroupement des tumeurs dérivants de I'épithélium des tubules
rénaux, formant la catégorie des tumeurs a cellules rénales (7). Les avancées
technologiques ayant permis une meilleure compréhension de la pathogenése de
ces tumeurs, grace notamment a la cytogénétiqgue, une nouvelle classification est
publiée en 1997. Cette derniére est née de la réunion de spécialistes de
'uropathologie en octobre 1996 a Heidelberg, ville qui a laissé son nom a la dite
classification. Il était a I'époque décidé de subdiviser les tumeurs a cellules rénales
bénignes et malignes en fonction de leurs caractéristigues morphologigues et
génétiques pour une application pratique en routine (8). Cette classification retenait
parmi les tumeurs bénignes a cellules rénales, deux sous types, les adénomes
métanéphriques et les adénomes papillaires, et parmi les tumeurs malignes a
cellules rénales, quatre sous types représentés par: les carcinomes a cellules

claires conventionnels, les carcinomes papillaires, les carcinomes a cellules

chromophobes et les carcinomes des tubes collecteurs.

Une nouvelle classification est publiée en 2004 par I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) et fait actuellement toujours référence. Cette derniere classification
retient parmi les carcinomes a cellules rénales: les carcinomes a cellules claires
(conventionnels), les carcinomes papillaires, les carcinomes a cellules
chromophobes, les carcinomes tubuleux et mucineux a cellules fusiformes, les

carcinomes des tubes collecteurs de Bellini et les carcinomes médullaires qui



semblent étre une seule et méme entité (9), les carcinomes multiloculaires kystiques
a cellules rénales, les carcinomes a translocations Xp11.2 qui nous intéressent dans

ce travail et enfin les carcinomes inclassables.

CLASSIFICATION OMS 2004 DES TUMEURS DU REIN

Ref : Pathology and Genetics of Tumours of the Urinary Sy ~ stem
and Male Genital Organs, WHO 2004



CLASSIFICATION TNM DES TUMEURS DU REIN 2010

Primary Tumor (pT) Staging for Renal Cell Tumors (2010)

TNM Definitions
pTl Tumor 7 cm or less in greatest dimension, limited to kidney
pTla Tumor 4 cm or less in greatest dimension, limited to kidney
pTib Tumor > 4 cm but < 7 cm in greatest dimension, limited to kidney
pT2 Tumor > 7 cm in greatest dimension, limited to kidney
pT2a Tumor > 7 cm but < 10 em in greatest dimension, limited to kidney
pT2b Tumor > 10 cm, limited to Kidney
pI3 Tumor extends into majer veins or perinephric tissues but not into ipsilateral adrenal gland and not beyond Gerota fascia
pT3a Tumor grossly extends into renal vein or its segmental (muscle containing) branches, or tumor invades perirenal &/or renal sinus fat
but not beyond Gerota fascia
pT3b Tumor grossly extends into vena cava below diaphragm
pT3c Tumor grossly extends into vena cava above diaphragm or invades wall of vena cava
pr4 Tumor invades beyond Gerota fascia (including contiguous extension into ipsilateral adrenal gland)

Primary Tumor (pT) Staging for Renal Pelvic and Ureteral Tumors

TNM Definitions

pTO No evidence of primary tumor

pTa Papillary noninvasive carcinoma

pTis Flat carcinoma in situ

pT1 Tumor invades subepithelial connective tissue (lamina propria)

pT2 Tumor invades muscularis propria

pI3 Tumer invades beyond muscularis into peripelvic or periureteral fat or renal parenchyma
pT4 Tumor invades adjacent organs or through kidney into perinephric fat

Used with the permission of the American Joint Committee on Cancer (AJCC), Chicago, Illinois. The original source for this
material is the AJCC Cancer Staging Manual, Seventh Edition (2010) published by Springer Science and Business Media LLC,
www.springerlink.com.

Ref : Diagnostic Pathology genitourinary , Mahul B. Amin 2010




3) De lidentification des premiers cas de carcinom  es rénaux
porteurs d'une translocation Xpll.2 a la reconnaiss ance

officielle d’'une nouvelle entité par 'OMS.

De nombreuses études rapportant des carcinomes a cellules rénales porteurs de
réarrangement génique impliqguant TFE3 ont été publiées a la fin des années 1990
(10) (11) (12) (13) (14) (15) sans pouvoir faire véritablement de lien morphologique
entre ces différentes observations. Les équipes qui travaillaient sur le sujet avaient
rapporté leurs constatations en ce qui concerne le caryotype mais n’avaient pas
forcément fait de corrélation entre I'aspect histologique, la présentation clinique et la
géneétique de ces tumeurs. Plusieurs tentatives de regroupement de ces carcinomes
rénaux n’entrant dans aucune catégorie décrite par la classification d’Heidelberg ont
eté faites quand des similitudes morphologiques et cliniques ont été montrées entre
ces tumeurs. L’équipe d’Argani et al. a particulierement travaillé sur ce sujet et
rapporté plusieurs séries de tumeurs porteuses de réarrangement TFE3 avec
différents partenaires (16) (11). lls avaient notamment remarqué des similitudes
morphologiques entre certaines tumeurs rénales d’aspect un peu inhabituel et les
sarcomes alvéolaires, qui sont des tumeurs rares de I'enfant et de I'adulte jeune. Ces
derniéres sont caractérisées sur le plan moléculaire par la présence d'un
réarrangement génique spécifique impliquant le gene TFE3 et le gene ASPSCR1
(ASPL). Différents travaux ont, par la suite, permis de mettre en évidence des
réarrangements géniques impliquant TFE3 avec d’autres partenaires, déja décrits
dans des carcinomes a cellules rénales, notamment avec PRCC (17) (3) , PSF et
NonO (18). Ceci a permis de distinguer des groupes de tumeurs ayant des
caractéristiques morphologiques communes. Il a également été montré que certaines

tumeurs appartenant a cette catégorie impliquaient le gene TFEB avec le géene
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alpha, donnant un transcrit alpha-TFEB t(6 ;11)(p21 ;q12-13), produisant le méme

effet tumoral (19) (20).

Un des principaux points communs a toutes ces tumeurs était de survenir
majoritairement chez les enfants ou les jeunes adultes. Ce sous type de RCC a donc
particuliéerement été étudié chez I'enfant jusqu’a lui valoir d’étre connu sous le nom

de carcinome a cellules rénales de type juvénile (21).

De larges études ont progressivement été lancées afin de caractériser plus
précisément ces tumeurs, a la fois sur le plan clinique, morphologique et

immunohistochimique, mais méme si cette entité a part entiere est maintenant

officiellement reconnue, elle reste mal comprise.



4) Données actuelles sur les carcinomes rénaux a tr  anslocations

XP11.2

Il est maintenant parfaitement reconnu que ces tumeurs touchent aussi bien I'enfant
gue l'adulte, méme si elles prédominent chez les sujets jeunes. Leur incidence en
France est estimée chez I'adulte a 0.06% des cancers, tous cancers confondus, et
chez I'enfant a 2.4% des cancers, tous cancers confondus.

Si 'on ne s’intéresse qu’aux cancers du rein, les tRCC représentent 2% des
carcinomes rénaux chez I'adulte et 40% des carcinomes rénaux chez I'enfant. Pour
se donner une idée en nombre de cas par an en France, prenons I'exemple des
données de institut national du cancer. En 2011, au total chez I'adulte, sont survenus
11080 cancers du rein. Les carcinomes a cellules rénales représentent 90% des
cancers du rein de I'adulte (9) donc 2% des 90% nous donnent en théorie 200 cas de
tRCC.

Leur mode de révélation est variable, elles peuvent aussi bien étre révélées par une
symptomatologie douloureuse, urinaire ou étre découverte fortuitement. Leur
évolution est décrite comme indolente chez I'enfant mais plus agressive chez I'adulte
(22).

Il n'a pas été véritablement mis en évidence de facteur de risque de survenue de
ces tumeurs, certaines équipes évoquent les antécédents de chimiothérapie (2) (23),

mais cela n'a pas été retrouvé dans d’autres séries.
a) Aspect microscopique

Ces tumeurs sont trés trompeuses, elles partagent en effet des aspects communs
avec les carcinomes a cellules claires et les carcinomes papillaires, leur architecture

pouvant étre solide formant des nids, papillaire ou les deux. Les cellules tumorales,
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de grande taille, ont un cytoplasme abondant pouvant étre clair ou éosinophile. Les
noyaux, ayant été peu étudiés pour leur propre compte, sont décrits le plus souvent
comme arrondis et nucléolés avec un grade de Fihrman variant de 2 a 4. Ces
aspects morphologiques n’ont rien de particulier, peuvent se voir dans d’autres types
de carcinomes a cellules rénales, ce qui explique que ces tumeurs soient difficiles a
différencier des carcinomes a cellules claires ou des carcinomes papillaires. En ce
gui concerne les carcinomes a translocation impliquant TFEB, il existe plus d’aspects
évocateurs (24) (25). L'architecture peut aussi étre solide ou papillaire mais il existe
souvent une population de cellules épithélioides mélées a des cellules plus petites
formant volontiers des regroupements de noyaux. On note également des zones de

hyalinisation parfois extensives et des cellules tres éosinophiles « oncocytoma-like ».

b) Profil immunohistochimique

Le profil immunohistochimique de ces tumeurs a maintenant été largement étudié
(21) (3) (26) (27) (25) (28) (22). Il est assez particulier pour plusieurs raisons. Tout
d’abord, ces tumeurs n’expriment que peu ou pas les cytokératines et 'TEMA qui sont
des marqueurs classiques des carcinomes. Ensuite, on note une faible expression
de la vimentine, habituellement positive dans les carcinomes a cellules rénales,

témoignant de leur origine tubulaire rénale.

Elles expriment en revanche des marqueurs communs a d’autres carcinomes a

cellules rénales : le CD10, PAX2, PAXS8 et la racémase (P504S).

Ce profil dexpression particulier permet de s’orienter face aux 3 principaux
diagnostics différentiels des tRCC, que sont les carcinomes a cellules claires
conventionnels, les carcinomes papillaires et les carcinomes a cellules

chromophobes (3) (21).
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Les seuls marqueurs spécifiques sont la protéine TFE3 ou la protéineTFEB en
fonction du géne réarrangé. Cependant, bien que validés par plusieurs études avec
un protocole publié par I'équipe d’Argani (29), I'anticorps anti TFE3 reste d’utilisation
délicate. Il s’agit d’'un anticorps polyclonal de chévre, sujet a d'importantes variations
en fonction du temps d’incubation et du temps de fixation des pieces. Ces difficultés
d’utilisations ont conduit a recommander une étude moléculaire systématique pour

confirmation diagnostique.

Les critéeres diagnostiques actuels reposent donc sur la mise en évidence de la
surexpression de la protéine TFE3 ou TFEB par une étude immunohistochimique. La
certitude diagnostique est obtenue par la mise évidence de la présence d’'un
réarrangement du gene TFE3 ou TFEB par hybridation in situ, cytogénétique ou par

PCR.

Notons une derniére particularité immunohistochimique de ces tumeurs. De
nombreuses études ont rapporté une positivité  surprenante des marqueurs

mélanocytaires : MelanA et HMBA45 (21) (26) (25) (28)(30).

Ces tRCC ont donc un profil « de recouvrement » entre des tumeurs épithéliales,
conjonctives et mélanocytaires. Or, il a été montré que certains PEComes présentent
un réarrangement génigue ASPL-TFE3 (31) (32) et d’autre part que les mélanomes
surexpriment la protéine MITF. Ces points communs ont fait évoquer a plusieurs

equipes, notamment celle d’Argani (28), I'existence d’'une famille tumorale MITF.

12



Tableau 1 PRINCIPAUX ANTICORPS UTILISES POUR LE DIAGNOSTIC DES CARCINOMES RENAUX

CCRCC PRCC Chromophobe tRCC
CD10 + + +/- +
PAX2 + + + +
PAX8 + + + +
CK7 - + + -1+
P504S - + - +
VIMENTINE + + +/- +/-
MELAN A - - - +/-
HMB45 - - - +/-
E CADHERINE - - +- + /-
MITF - - - -
CAIX + +/- nc -1+
CD117 - - n ;
Cathepsine K - - - +/-
TFE3 - - - +
TFEB - - - +

nc : Non Connu
+ : positif

- : négatif

+/-: le plus souvent positif mais peut étre négatif

-/+ : le plus souvent négatif mais peut étre positif

13




5) Génes TFE3, TFEB et famille MITF.

a) Présentation de la famille MITF

TFE3 appartient a la super famille des genes MITF (Microphtalmia Transcription
Factor) qui comprend les génes TFE3, TFEB, TFEC et MITF. Ces genes sont
impliqués dans la régulation de I'expression de nombreux genes cibles. TFE3 et
TFEB sont d’expression ubiquitaire, TFEC ne serait exprimé que dans les cellules de

la lignée monocytaire et macrophagique (28) .

Dans les carcinomes a translocations, le géne TFE3 (situé en Xpll.2) a 5
partenaires de réarrangement connus (33) (30): ASPSCR1 (17925) également
impliqué dans les sarcomes alvéolaires, PRCC (1g21), CLTC (17923), SFPQ (1q34)
et NonO (Xqgl2). Les réarrangements les plus fréquents impliquent les génes
ASPSCR1 et PRCC. Le géne TFEB (situé en 6p21) a, quant a lui, un seul partenaire

décrit, le gene alpha (situé en 11g12-13) (25) (24).

Le point de cassure peut survenir a 2 niveaux différents sur TFE3 lorsqu’il fusionne
avec ASPSCR1 donnant naissance a 2 types de transcrit (type 1 et 2). Il y a
egalement 2 points de cassures différents décrits sur le gene PRCC lors de sa fusion

avec TFE3, générant de la méme facgon 2 types de transcrits (1 et 2).

GENES DE FUSION TRANSLOCATION
ASPSCR1-TFE3 T(X ;17)(p11.2 ;q25)
PRCC-TFE3 T(X :1)(p11.2 ;q21)
SFPQ-TFE3 T(X ;1)(p11.2 ;p34)
NonO-TFE3 Inv(X )(pll.2 ;q12)
CLTC-TFE 3 T(X ;17)(p11.2 ;q23)
ALPHA-TFEB T(6 :11)(p21 ;q12-13)

14




b) Fonction des différents partenaires de TFE3

ASPSCR1 (Alveolar Soft Part Sarcoma Chromosome Region candidate 1) code
pour une protéine cytoplasmique impliquée dans la régulation intracellulaire du

transporteur de glucose GLUT4 (34).

PRCC (Papillary Renal Cell Carcinoma associated gene) code pour une protéine

nucléaire qui jouerait un role dans I'épissage alternatif (3).

SFPQ (Splicing factor proline / glutamine — rich, aussi connu sous le nom PSF) code
pour une protéine nucléaire également impliquée dans les processus d’épissage

alternatif (35).

NonO (p54nrb, non-POU domain containing, octamer-binding) code pour une
protéine nucléaire d'adhésion a I'ARN ayant plusieurs rbles dont la régulation

transcriptionnelle et I'épissage alternatif (36).

CLTC ( clathrin heavy chain) code pour la clathrine qui est une protéine impliquée
dans les processus d’endocytose et de stabilisation du facteur de réponse a I'hypoxie

HIF-1a selon une récente étude (37).

15



6) Physiopathologie MITF

La protéine TFE3 est un facteur de transcription appartenant a la superfamille MITF,
dont le représentant principal est MITF. Cette derniére est impliquée dans la
cancérogenese des mélanomes comme cela a été montré par différentes équipes
(38) (39) (40) (41). Tous les membres de la famille MITF ont la méme structure,
comprenant un motif « hélice-boucle-hélice leucine zipper », un domaine de
transactivation et une région de liaison a I'’'ADN. In vitro, une homodimérisation ou
une hétérodimérisation impliquant tous les membres de la famille MITF peut se voir,
mais cela n’a pas encore été établi in vivo. Quoiqu’il en soit, il semble que ces 4
protéines de la méme famille régulent les mémes génes, notamment parce qu’elles
reconnaissent et se fixent au niveau des mémes séquences (CA [T/G] GTG) de type
E-boxes (42) (43). La fonction particuliere de chaque membre pourrait donc
dépendre de son motif d’expression et des différentes isoformes exprimées en
fonction du type de tissu. MITF est le membre de la famille le plus étudié et donc le
mieux connu, mais ses similitudes avec les autres laissent supposer le méme type

de fonctionnement et les mémes cibles.

MITF a été tres éetudié dans le mélanome car il semble y jouer un réle important dans
la cancérogénese (41) (44). Il est entre autre impliqué dans la réponse au stress
oxydatif engendré par les radicaux libres (40). Il est également impliqué dans la
régulation de nombreux génes bien connus dans les processus de carcinogenése
comme :

- p21n et p16™™* (45) (44) impliqués dans la régulation du cycle cellulaire

- CDKN2A et CDKNZ2B (44) impliqués dans la croissance cellulaire

- BLC2 et HIF-1a impliqués dans la survie cellulaire
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- C-MET (46) connu pour son rble dans la mobilité cellulaire et les processus
d’invasion des cellules cancéreuses.

Il pourrait donc exister des similitudes entre la cancérogenese des mélanomes et
celle des carcinomes rénaux a translocation.

Une de ces voies, empruntée via C-MET, est la voie RAS RAF. Il n’a pas été mis en
evidence de mutation KRAS ou BRAF dans les carcinomes rénaux a cellules claires,
les carcinomes papillaires ni dans les carcinomes a cellules chromophobes (3), mais
dans les tRCC ces voies n’ont jamais été explorées.

La voie C-MET est évoquée dans plusieurs études, elle serait mise en jeu par TFE3
via des processus de sumoylation (47).

Le role majeur de ces processus de sumoylation dans les cancers liés a MITF a été
montré dans des études qui rapportent une prédisposition aux mélanomes et aux
carcinomes rénaux lors de mutations du géne MITF (47) (48).

Les processus de sumoylation sont des modifications post transcriptionnelles qui
fonctionnent sur le méme principe que l'ubiquitinylation en ajoutant a la protéine cible
un motif « Small-Ubiquitin-like-modifier ». Les conséquences seraient notamment
une compétition avec les processus d’ubiquitinylation qui affecterait la stabilité de la
protéine cible.

Il a été prouvé que les protéines MITF, TFE3 et TFEB étaient sujettes a sumoylation
et que des mutations affectant ces processus de sumoylation avaient des
conséquences fonctionnelles sur [I'activité transcriptionnelle, sans altérer la
localisation nucléaire, la dimérisation ou la liaison a 'ADN.

MITF est un facteur de transcription qui régule I'expression de nombreux genes.
Cette régulation se fait via des liaisons entre MITF et ses génes cibles grace a un ou

plusieurs domaines de liaison. Il semble gu'une altération des processus de
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sumoylation de MITF diminuerait I'expression des geéenes cibles contrdlés par
plusieurs domaines de liaisons et augmenterait I'expression des genes cibles
contrélés par un seul domaine de liaison. Le résultat final serait donc une
modification de I'équilibre transcriptionnel des cibles de MITF(49).

C-MET et HIF-1a font partie de ces cibles transcriptionnelles et feraient partie des
géenes dont I'expression est augmentée lors de l'altération des processus de
sumoylation (47).

L’augmentation de HIF1l-o expliquerait en partie l'altération des processus de

réponse au stress oxydatif.

Figure 1 : voies de carcinogenése des tRCC
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7) Pronostic et traitement

Le pronostic de ces carcinomes a translocation Xp11.2 est encore mal connu. Dans
la classification de I'OMS 2004, il est rapporté des tumeurs de stade localement
avancé gardant un pronostic plutét favorable. Certaines tumeurs semblent pourtant
trés agressives. Certains auteurs pensent que le pronostic de ce type de tumeur est
plus favorable chez I'enfant que chez I'adulte (22) (50) (51). D’autres évoquent une

corrélation du pronostic avec I'envahissement ganglionnaire (52) (51).

La prise en charge thérapeutique n’est donc pour linstant que peu codifiee (53),
avec une adaptation au cas par cas selon I'évolutivité qui reste difficilement prévisible

dans I'état actuel des connaissances.

Dans les carcinomes rénaux a cellules claires, qui sont les plus fréquents, un
traitement adjuvant n’est actuellement recommandé qu'en cas de maladie
meétastatique (53). Les molécules utilisées sont le Sunitinib (anti-tyrosine kinase), le
sorafenib (anti-tyrosine kinase), le bevacizumab (anticorps monoclonal anti-VEGF

ligand), le temsirolimus (anti mMTOR)et le Pazopanib (anti-tyrosine kinase).

Il n’est pas officiellement recommandé de traiter les patients a risque qui ne sont pas
encore meétastatiques mais leur inclusion dans les protocoles de recherche est

encouragée pour déterminer s’il y a un gain en terme de survie.

Pour ce qui est des tRCC, la série francaise de 53 patients, qui est actuellement la
plus grande série mondiale, rapportée par G. Malouf (54), montre qu’il N’y a pas de
différence de réponse au traitement par thérapie ciblée anti angiogénique entre les

ccRCC et tRCC.
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1) MATERIEL ET METHODES

1) Sélection des cas

Il s’agit d'une étude rétrospective incluant 26 patients dont le diagnostic
histopathologique a été porté dans le service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques

du CHRU de Lille entre septembre 2003 et mars 2013.

Vingt et un patients ont été opérés au CHRU de Lille (Service d'Urologie, Pr
VILLERS), 2 au CH de Valenciennes, 1 au CHU de Nimes, 1 en clinique a Nimes et
1 en clinique a Chambéry. Pour les patients opérés au CHRU de Lille, lorsque les
conditions le permettaient (réception du préléevement a I'état frais, non opposition du
patient recueillie), un prélevement était cyropréservé dans le cadre de la

tumorothéeque.

Le diagnostic de carcinome rénal a translocation Xp11.2 a été posé sur les criteres
histologiques et le profil immunohistochimique, avec notamment [|'expression
nucléaire de l'anticorps anti-TFE3 ou anti-TFEB par les cellules tumorales. Une
confirmation moléculaire était réalisée pour les cas aprés 2010 (technique FISH alors

disponible).

Une des patientes opérée au CHRU de Lille présentait une tumeur utérine associée,
indépendante de la tumeur rénale, dont I'exérése a été réalisée dans le méme temps

opératoire.

Les données cliniques, lorsqu’elles étaient disponibles, ont été consultées dans les
dossiers médicaux des patients dans leur centre de suivi respectif (CHRU Lille,
Centre Oscar Lambret, CHU Nimes, CH Valenciennes) ou obtenues aupres du
médecin traitant.
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Les données recueillies systématiquement étaient :

* Lage

* Lesexe

* Les antécédents personnels et familiaux
* Les circonstances de découverte

* Les traitements adjuvants éventuels

» La survenue d’'une récidive, de métastase, du déces (spécifique et global)
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2) Etude histopathologique

Les prélevements ont tous été fixés par le formol puis échantillonnés, inclus en

paraffine et les lames colorées par 'HES.

L’ensemble des lames a été relu par deux pathologistes avec sélection d’'un bloc le

plus représentatif pour réaliser I'étude immunohistochimique et par technique FISH.

Pour le cas présentant une tumeur utérine associée, un bloc de chacune des deux

tumeurs a été sélectionné.

Les tumeurs ont été classées selon la classification OMS 2004, le grade nucléaire de

FUihrman et la stadification TNM 2010.
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3) Etude immunohistochimique

Les cas dont le profil immunohistochimique initial était douteux ont fait I'objet d’'une
nouvelle étude immunohistochimique avec I'anticorps anti-TFE3. Les cas dont le
profii ne posait pas de probleme diagnostic ont été relus pour caractériser
précisément lintensité de marquage et le nombre de cellules tumorales marquées.

La technique utilisée était la méme pour I'ensemble des cas.
a) Technique

L’étude immunohistochimique a été réalisée a l'aide du kit Dako LDAB+ Systéme
HRB. Anticorps utilisé : TFE3 ployclonal, SC-5985 ; Santa Cruz Biotechnology, Inc.,

Santa Cruz, CA. (Anticorps polyclonal de chévre dilué au 1/3000).

Des coupes tissulaires de 4 um ont été réalisées a partir des blocs inclus en
paraffine sélectionnés en fonction de leur représentativité tumorale. Elles ont été
étalées sur lames silanées a l'aide d’eau albuminée a 2% et séchées a I'étuve a

56T.
Les différentes étapes étaient :

o Déparaffinage : effectué par I'action de la chaleur et d’'une solution légerement

détergente

o Pré-traitement : réalisé par la chaleur (959 et a l'aide d’'un tampon EDTA, 3

minutes a pH 8.

0 Blocage de l'activité péroxydase endogene : réalisé a l'aide de peroxydase

d’hydrogéne 3% fourni dans le kit.
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o0 Incubation avec I'anticorps primaire pendant 30 minutes, puis 15 minutes avec

le liquide de liaison.

o Révélation par le chromogene diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB

+H202) produisant un précipité brun (DaB0O?2).

o Contre coloration par 'hématoxyline associée au Bluing Reagent.

o Puis les lames étaient déshydratéees, passées dans le xylene et montées.

b) Interprétation des immunomarquages

La positivité n’était retenue que si elle était nucléaire. Elle a été évaluée par deux

observateurs selon les critéres suivants :

o Evaluation du pourcentage de cellules marquées en 3 catégories : <5%, 5-

50%, >50%.

o Quantification de l'intensité de marquage : faible(+), modéré (++) ou intense

(+++).

Les tubules rénaux normaux et les lymphocytes péri-tumoraux servaient de contréle
interne neégatif, les glomérules (noyaux des cellules podocytaires) servaient de

contrble interne positif.
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4) Etude par technique FISH

Une étude par techniqgue FISH a été réalisée au sein de linstitut de Pathologie du
CHRU de Lille sous la responsabilitt du Dr. Sc. Valérie Grégoire (ingénieur
hospitalier). Le but était de confirmer la présence du réarrangement impliquant le

géne TFE3. Seul un cas n’a pu étre étudié en raison d’un manque de matériel.
a) Technique

Des coupes tissulaires de 3 um ont été realisées a partir des blocs précédemment
sélectionnés pour I'étude immunohistochimique. Nous avons utilisé le kit de
prétraitement DAKO® (Histology FISH Accessory Kit référence K5799). Le tampon de
lavage et la solution de prétraitement ont été préparés extemporanément (dilution

1/20).
La technique FISH a été réalisée selon le protocole suivant :

= Déparaffinage des coupes tissulaires dans le xyléne (3 fois 10 minutes),
suivi d'une réhydratation par bains successifs d'éthanol de
concentration décroissante (100% 2 fois 3 minutes, 95% 3 minutes,
70% 3 minutes). Rincage des coupes déparaffinées dans le tampon de

lavage pendant 5 minutes.

= Prétraitement des coupes par immersion 10 minutes a 95T dans une
solution de prétraitement préalablement chauffée a 95<C. Incubation de
'ensemble (lames et solution de prétraitement) a température ambiante

15 minutes. Deux ringages successifs de 3 minutes.
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= Digestion enzymatique : incubation avec 100ul de pepsine froide préte
a I'emploi (fournie dans le kit) & 37C 3 minutes d ans une chambre

d’incubation humide de marque SHANDON?®. Rincage 2 fois 3 minutes.

= Déshydratation par immersion dans des bains successifs d’éthanol de
concentration croissante (70% 2 minutes, 95% 2 minutes, 100% 2

minutes).

Les étapes suivantes ont été réalisées en semi obscurité. Nous avons utilisé la
sonde préte a I'emploi ZytoLight SPEC TFE3 Dual Color Break-apart CE IVD

(ZytoVision référence 22109-200).
o Co-dénaturation et hybridation

10 ul de sonde ont été déposés sur chaque coupe tissulaire. Une lamelle a été
scellée sur chaque prélevement pour éviter I'évaporation. L'ensemble était
dénaturé a 75C 10 minutes puis incubé pour hybrida tion 16 heures a 37 dans

la chambre d’incubation.
0 Post-hybridation

Les lamelles ont été retirées et les lames immergées dans une solution de lavage
SCC a 65T 10 minutes. Avant la déshydration, les | ames ont été lavées 2 fois 3
minutes dans la solution SCC. Les coupes ont été déshydratées par bains
successifs d’éthanol comme précédemment décrit ; puis séchées a l'air libre, a
température ambiante 15 minutes. Pour finir, 10 pl de solution de montage

contenant le DAPI ont été déposés. Une lamelle a été lutée sur chaque lame.
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b) Interprétation

La lecture a été faite en semi-obscurité a l'aide du microscope a fluorescence

Olympus BX61. Des photos ont été prises & l'aide du logiciel Cellsens (Olympus®).

Repérage des zones d'intéret a faible grossissement (X 100) puis lecture a fort

grossissement en immersion (X 600 et X1000).
L'interprétation a été effectuée selon les données de la littérature (55).

o Présence d’'un réarrangement: 1 spot orange et 1 spot vert séparés par une
distance égale a au moins deux fois le diametre d’'un spot, pouvant étre
associé a un couple de spots fusionnés jaune (orange/vert) s'il s’agissait d’'une

femme puisque le géne TFE3 est localisé en Xp11.2.

o Absence de réarrangement: 1 a 2 spots de fusion orange/vert sans spots

dissociés.

Pour chaque cas, I'ensemble de la lame a été lu. Au moins 100 noyaux ont été
énumérés. La présence d’un réarrangement au sein de la tumeur a été retenue si

plus de 10% des cellules étaient porteuses du réarrangement.
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Cantramera 404P16 216814 TFE3 S2BAZ4 ERH1T o
« — R | —-] .| .
458kb  E0DKB 182kb 17 116kD  954kB  200kb

FIGURE 5. FISH was performed on the formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) tissues. A, Normal female's
kidney tissue, 2 fusion signals present. B, Normal male's
kidney tissue, 1 fusion signal present. C, Representative
image from patient 2, 1 fusion signal, and 1 pair of green
and red split signal present. D, Image from patient 4,
which showed a fusion signal and a single green signal.
The second red signal was lost due to der(X). FISH
indicates fluorescence in situ hybridization.

Dual-color, Break-apart FISH Assay on Paraffin-embedded Tissues as an Adjunct to Diagnosis of Xp11
Translocation Renal Cell Carcinoma and Alveolar Soft Part Sarcoma.

Zhong, Minghao; MD, PhD; De Angelo, Patricia; Osborne, Lisa; Keane-Tarchichi, Megan; Goldfischer,
Michael; Edelmann, Lisa; Yang, Youfeng; Linehan, W; Merino, Maria; Aisner, Seena; Hameed, Meera

American Journal of Surgical Pathology. 34(6):757-766, June 2010.

DOI: 10.1097/PAS.0b013e3181dd577e
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5) Recherche de mutation KRAS et BRAF

L’étude moléculaire a été réalisée dans le service de biologie moléculaire du CHRU
de Lille sous la responsabilité du Dr Fabienne Escande (Service de Biochimie et
Biologie Moléculaire, Pr N Porchet) apres obtention de la validation du projet par le

comité scientifique de la tumorothéeque.
a) Technique

Pour 20 des 26 cas, des copeaux de 10 um d’épaisseur ont été realisés a partir des
blocs de tissu fixés par le formol et inclus en paraffine, sélectionnés de facon a étre

représentatif et comporter plus de 10% de cellules tumorales.
o Déparaffinage des tissus

Les copeaux de tissus paraffinés étaient placés dans un tube eppendorf avec 1
ml de xylene. Apres centrifugation (2 minutes a vitesse maximale) et pipetage du
surnageant, 1 ml d’éthanol (96-100%) était ajouté au culot pour enlever Les
traces restantes de xyléene. Apres une deuxiéme centrifugation de 2 minutes

I'éthanol était retiré par pipetage.
o0 Extraction des ADN

L’extraction était réalisée a I'aide du kit FFPE QIAGENL en suivant le protocole
recommandé par le fournisseur. Ce kit permet la lyse des tissus, la fixation et la
purification de '’ADN sur colonne, puis I'élution de 'ADN. Etait ensuite réalisée
une quantification et une vérification de la pureté de I'’ADN en utilisant un

spectrophotometre Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific).
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0 Choix des amorces pour I'amplification par PCR

Cette technique étant utilisée en routine dans le laboratoire de biologie
moléculaire du CHRU de Lille, les amorces d’amplifications choisies pour la
recherche de mutation BRAF et KRAS de routine ont été utilisées. Leur design a
eté réalisé en fonction des criteres suivants : recherche des mutations les plus
fréquentes au niveaux des codons 12 et 13 de I'exon 2 du géne KRAS et du

codon 600 de I'exon 15 du gene BRAF :

= Adaptation en fonction de la taille des fragments souhaités (<200pb).

= Homogénéisation des températures de fusions (TM) des amorces.

= Absence de polymorphisme nucléotidique au sein des sites d’hybridation
vérifiée a l'aide de loutil informatique SNPCheck Version 3 (National

Genetics Reference Laboratory, manchester, UK).

(http://ngrl.manchester.ac.uk/SNPCheckV3/snpcheck.htm).

= Absence d’hybridation des amorces sur d’autres cibles vérifiee par une
recherche BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

o Amplification par PCR classique

Un témoin négatif KRAS, un témoin négatif BRAF et un témoin H20 étaient
ajoutés a la plaque. Les amplifications ont été réalisées sur plaque, dans un
thermocycleur Biometra T3000® (Applied Biosystems) suivant les parametres
suivants : un cycle de dénaturation de 10 minutes a 95T, suivi de 35 cycles

comprenant chacun une étape de dénaturation a 95C (30 secondes), une étape
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d’hybridation a une température de 58T (30 secondes), puis une étape
d’extension a 72T (1 minute). Le tout était complé té par une extension finale a

72T pendant 15 minutes.

o Pyroséquencage

Le pyroséquencage a été réalisé a I'aide du pyroséquenceur PyroMark ™ MD.

= Préparation des mix :

v' Mix Binding : sur plaque, 2ul de billes de streptavidine, 30 ul
d’eau et 38 pul de Bonding Buffer étaient distribués par puit ; 10 pl
de produit PCR étaient ajoutés, puis la plaque était mise en

agitation pendant 12 minutes a 1400 tours.

v' Mix Annealing : sur une dexieme plaque, 0.5 pl d’amorce de
séquencage et 11.5 ul de tampon annealing était distribués par

puit.
= Lavages:

3 lavages successifs du Mix Binding étaient réalisés au laveur avec
aspirateur comme suit : aspiration du contenu des puits, puis lavage a
I'éthanol 70% (6 secondes), a la soude (6 secondes), et au tampon de
lavage (12 secondes). Les billes sur lesquelles sont accrochées les brins
biothinylés étaient ensuite récupérées et déposées dans les puits de la
plaque Mix Annealing pour étre chauffées 2 minutes 30 a 80C puis mises

10 minutes a termpérature ambiante.

= Lancementdu run :
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Le run était lancé apres remplissage des tips du pyroséquenceur, suivant
les volumes recommandeés, en bases A, T, C, G, enzymes et substrat, et

apres avoir effectué un test de fonctionnalité des Tips.
= Impression des profils
b) Interprétation

Les courbes et les pourcentages de bases nucléotidiques étaient interprétés en
fonction du pourcentage de cellules tumorales présentes dans les échantillons, et

comparés aux témoins négatifs.

En cas de doute ou de positivité, la vérification était effectuée sur une nouvelle

amplification par une autre technique.
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V) RESULTATS

1) Données cliniques

a) Age

Parmi les 26 cas inclus dans notre étude, I'age moyen était de 32,5 ans et I'age

meédian de 31 ans, avec des extrémes de 7 a 76 ans. Il y avait 3 patients de moins

de 16 ans (11.5%) et 4 de plus de 40 ans (15.4%).

15% 12%

0-16 ans.

17 - 40 ans

B> 40 ans

73%

b) Sexe

On notait une large prédominance féminine avec 4,2 femmes (81%) pour 1 homme

(19%) (21 femmes, 5 hommes) .

19%

femmes

hommes

81%
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c) Antécédents

Une patiente présentait des antécédents de chimiothérapie pour le traitement d’'un

lymphome. Cette méme patiente présentait un antécédent de carcinome mammaire.

Une deuxieme patiente présentait un antécédent de carcinome mammaire, et une

troisieme présentait un carcinome mammaire synchrone du carcinome rénal.

Pour 2 patients, on notait un antécédent familial de cancer au premier degré

(cesophage et poumon).

Une patiente présentait une sclérose tubéreuse de Bourneville confirmée par étude
géneétique (mutation constitutionnelle du géne TSC2). Cette patiente présentait 2

tumeurs différentes, d’évolution synchrone, I'une utérine (PECome) et l'autre rénale.

Les autres patients ne présentaient pas d'antécédents personnels ou familiaux

notables.
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Tableau 2 : ANTECEDENTS

ANTECEDENTS
1 %]
2 (4]
3 (4]
4 Hémochromatose, allergie aux neuroleptiques
5 %]
6 Cure de varicocele. Cancer de I'oeospophage chez le pére
7 Migraines, polyadénomatose hépatique
8 Tabagisme 5PA sevré
9 ND
10 Cancer du poumon chez les 2 parents. Méga-uretére congénital. Carcinome mammaire d'évolution concomitante au
cancer rénal
11 ND
12 (%]
13 (%]
14 Sclérose tubéreuse de Bourneville
15 ND
16 Hyperplasie nodulaire focale hépatique
17 Ulcére gastrique
18 Lymphome traité par chimiothérapie. Carcinome canalaire du sein
19 %]
20 (%]
21 Carcinome mammaire traité par chirurgie et chimiothérapie (3FEC)
22 %]
23 Tuberculose, colique néphrétique, adénome de prostate
24 (%]
25 Appendicectomie, kyste de I'ovaire
26 %]
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d) Présentation clinique :

La lésion était révélée de facon fortuite dans 8 cas (40%), par des douleurs
lombaires ipsi-latérale dans 6 cas (30%) associées a une pollakiurie dans 1 cas, par
des douleurs abdominales dans 3 cas (15%), par une colique néphrétique ispi-

latérale dans 3 cas (15%). Une altération de I'état général était associée dans 2 cas.

Parmi les cas découverts de facon fortuite, un I'a été lors du suivi systématique d’un
carcinome mammaire et un autre lors du bilan d'extension d'un carcinome

mammaire.
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Tableau 3 :

MODE DE REVELATION

MODE DE REVELATION

1 Douleurs abdominales

2 Douleurs lombaires, pollakiurie

3 Pyélonéphrite aigue droite

4 Asymptomatique

5 Asymptomatique

6 Douleurs lombaires gauches depuis plusieurs mois et colique néphrétique gauche
7 Asymptomatique

8 Douleurs fosse lombaire droite

9 Asymptomatique

10 Découvert lors du suivi systématique d’'un carcinome mammaire
11 ND

12 Asymptomatique

13 ND

14 Douleurs lomboabdominales droites, AEG avec perte de 4Kg
15 ND

16 ND

17 Asymptomatique

18 ND

19 Douleurs lombaires

20 Asymptomatique

21 Découverte fortuite lors du bilan d’extension du carcinome mammaire
22 ND

23 Douleurs abdominales

24 Hématurie, douleurs lombaires

25 Colique néphrétique droite sur caillotage de la VEU

26 Douleurs hypochondre droit et AEG avec asthénie
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e) Evolution clinique :

La durée de suivi allait de 1 mois, pour le patient le plus récemment opéré, jusqu’a 8

ans pour le patient le plus ancien. Le suivi moyen était de 39 mois.

Trois patients sont décédés de la maladie. Une patiente est en échappement
thérapeutique (patiente 19) avec métastases vertébrales non contrélées par thérapie
ciblée anti angiogénique et radiothérapie. Seize sont en rémission apres chirurgie

seule.

Pour 5 patients, les données cliniques n’étaient pas disponibles :1 perdue de vue et

4 cas extérieurs (avis diagnostic).

Stadification TNM :

o0 12 patients étaient classés pT1l (55%): 7 pTla et 5 pTlb, 6 étaient pT2
(27%) : 3 pT2a et 3 pT2b, 4 étaient pT3 (18%) : 2 pT3a et 2 pT3b. Pour 4

patients I'information n’était pas disponible.

0o 6 patients présentaient un envahissement ganglionnaire: 1 pTlaN1, 1

pT1bN1, 1 pT2aN2, 2 pT3aN2 et 1 pT3bN2.

o0 3 patients présentaient des métastases viscérales, 1 au diagnostic

(pT2aN2M1) et 2 au cours de I'évolution (pT3aN2M1).

Les sites métastatiques étaient :

o Pour les ganglions: para-aortique, inter-aortico-cave, rétro-cave, pédicule

rénal homolatéral et pédicule mésentérique.

o Pour les visceres: poumon (2), plevre (1), diaphragme (1), médiastin (1),
péritoine (1), foie (2), rate (1), intestin gréle (1), os (1) et cerveau (1).
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Parmi les patients avec des métastases ganglionnaires (6), 3 sont décédés de la

maladie, 1 continue a évoluer sous thérapie ciblée.

Parmi les 3 patients ayant des métastases viscérales, 2 sont décédés de la maladie

et une évolue sous thérapie ciblée (sunitinib puis sorafenib).

Parmi les patients décédés de la maladie : la tumeur a été découverte a un stade
localement avancé (pT3) pour 2 patients, a un stade pT1 pour une patiente; 2
avaient des meétastases ganglionnaires et viscérales au diagnostic, une avait des
meétastases ganglionnaire lors du diagnostic puis des métastases viscérales se sont

développées dans I'évolution.

Pour la patiente en cours d’évolution sous thérapie ciblée, il s’agissait également
d'un stade pT2 avec métastases ganglionnaires et viscérales au diagnostic (Cas

N°L9).

Une patiente présentait des micrométastases ganglionnaires au diagnostic et un

stade pT1. Elle n'a pas récidivé aprés 8 ans de suivi (Cas N?2).
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Tableau 4 : SYNTHESE CLINIQUE

SYNTHESE CLINIQUE

Age (années) -6
Moyen = 32,5 Médian = 31
Homme 5 (19%)
Femme 21 (81%)
ATCD familiaux de cancer 2 (9%)
ATCD personnels de cancer 2 (9%)
ATCD de chimiothérapie 2 (9%)
Découverte fortuite 8 (39%)
Découverte symptomatique 13 (61%)
pT1 12 (55%)
pTla 7
pT1b 5
pT2 6 (27%)
pT2a 3
pT2b 3
pT3 4 (18%)
pT3a 2
pT3b 2
Métastases viscerales 3 (13%)
Métastases ganglionnaires 6 (26%)
Rémission 16 (76%)
Progression sous thérapie 1 (5%)
Déces spécifique 3 (19%)
Déces autre 1 (5%)

Pas d’'information

5 (19%)
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Tableau 5: SYNTHESE CLINIQUE ET EVOLUTION (en gras: patients avec une évolution péjorative)

TAILLE Durée
CAS AGE SEXE ) TNM TRAITEMENT Suivi EVOLUTION
(mois)
1 25 F 19 pT3a N2 M1 chirurgie seule 24 décedee de la
maladie
2 22 F 3,8 pTla N1MO chirurgie 96 @ récidive
3 30 F 2,8 pTla NO MO chirurgie 83 @ récidive
4 24 F 6 pT1lb NO MO chirurgie 78 @ récidive
5 16 H 3 pTla NO MO chirurgie 65 @ récidive
6 29 H 5 T3a N2 M1 chirurgie + s.uter.lt .[)UIS torisel 55 décédé d.e la
puis afinitor maladie
7 30 F 2 pTla NO MO chirurgie 48 @ récidive
8 44 F 45 pT1b NIMO chirurgie 24 Decedee de la
maladie
9 45 F 2 pTla NO MO chirurgie 46 @ récidive
10 40 F 2,2 pTla NO MO chirurgie 41 @ récidive
11 22 F ND ND ND ND ND
12 27 F 12 pT2b NO MO Chirurgie 45 @ récidive
13 7 H 10 pT2b NO MO chirurgie 36 @ récidive
14 54 F 23 pT2b NO MO chirurgie 30 @ récidive
15 31 F 3,7 pT1aNOMO ND ND ND
16 31 F 45 ND ND ND ND
17 47 H 6 pT1lb NO MO chirurgie 30 @ récidive
18 33 F ND ND ND ND ND
chirurgie + Sunitinib puis métastases
19 15 F 7,7 pT2a N2 M1 Sorafenib. Radiothérapie 13 vertébrales L1 L2
vertébrale a visée antalgique puis L3
20 34 F 9,5 pT2a NO MO chirurgie 19 @ récidive
21 30 F 4 pTla N OMO chirurgie 20 @ récidive
22 32 F ND ND ND ND ND
Décédé des
23 76 H 8 pT3b N2MO Chirurgie 3 complications du
traitement
24 33 F 7,5 pT2 a NO MO chirurgie 15 @ récidive
25 36 F 7 pT1lb NO MO chirurgie 15 @ récidive
26 38 F 19 pT3b NO MO chirurgie 1 @ récidive
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2) Etude morphologique

Les tailles tumorales s’échelonnaient de 2 a 19 cm avec une moyenne de 7,25 cm et

une médiane de 6 cm.
a) Macroscopie

Les tumeurs présentaient a I'état frais un aspect souvent jaune d’or, avec de
nombreuses suffusions hémorragiques. De la nécrose était présente pour 9 cas.

Sept étaient kystiques.
b) Microscopie

On observait une architecture tumorale papillaire dans 35% des cas, solide dans

17% des cas, les 2 associés dans 48% des cas.
22% des tumeurs étaient kystiques.

Les cellules tumorales étaient de grande taille, au cytoplasme clair ou faiblement
éosinophile, plus rarement franchement éosinophile. Les cellules claires étaient
prédominantes dans 19 cas, absentes dans 2 cas. Les cellules étaient exclusivement

eosinophiles dans 2 cas.

Les noyaux étaient volumineux, volontiers chiffonnés « pseudo chromophobe like »,
rainurés, nucléolés, avec une chromatine hétérogene souvent clarifiee. On notait une
hétérogénéité intra tumorale avec des zones de cellules a petits noyaux et des zones
de cellules pourvues de noyaux tres atypiques. Le grade nucléaire de Fihrman
variait de 2 a 4 avec une large majorité de grade 3 (grade 2 : 6 cas= 23%, grade 3 :

16 cas = 62% et grade 4 : 4 cas = 15%).
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L’activité mitotiqgue pour 10 champs a fort grossissement (CFG) consécutifs était < 1
mitose dans 17 cas, de 1 & 2 mitoses dans 2 cas, et de 6 a 10 mitoses dans 5 cas.
Pour un cas les lames n’étaient plus disponibles (cas extérieur). Il est a noter que
pour tous les cas avec une activité mitotiqgue supérieure a 5 mitoses I'évolution a été

défavorable.

Aucun contingent sarcomatoide n’a été identifié.

Des calcosphérites étaient présentes dans 14 cas.

On confirmait la nécrose tumorale dans 9 cas.
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Tableau 6 : SYNTHESE MORPHOLOGIE

(En gras : patients avec une évolution péjorative)

Architecture Cytologie Noyaux calcosphérites Nécrose Fihrman
Mixte & Pléomorphes, volumineux a
. . Cellules claires chromatine vésiculeuse, volumineux .
1 prédominance P . . . Oui < 50% 4
I ou éosinophiles nucléole. Par endroits anguleux
papillaire L . .
rainurés, chiffonnés
Volumineux, contours irréguliers,
. . Cellules faiblement anguleux. Anisocaryose. Chromatine .
2 Solide en nids L . g . Y . Oui Non 3
éosinophiles claire, rainures, gros nucléole. Rares
inclusions
Cellules claires Volumineux, contours anguleux.
3 Papillaire parfois Anisocaryose. Chromatine claire, gros Non Non 3
éosinophiles nucléole, rares inclusions
Cellules Anguleux rainurés parfois en demi-lune.
4 Papillaire éosinophiles ou Chromatine claire. Gros nucléole. Oui Non 3
clarifiées Pléomorphisme marqué
Mixte a Cellules Variables : parfois ronds avec un
5 prédominance éosinophiles ou nucléole bien visible, parfois anguleux. Non Non 3
papillaire clarifiées Rares inclusions
Volumineux, contours anguleux,
_ Cellules claires arfois rainurés, chromatine claire, .
6 Papillaire uies clan P ! " . oui <50% 4
ou éosinophiles gros nucléole. Pléomorphisme
marqué avec des monstruosités
Mixte a Cellules faiblement Volumineux, chiffonnés, chromatine
7 prédominance éosinophiles ou claire, nucléole bien visible, Non Non 3
papillaire claires binucléations.
Cellules Ovalaires a chromatine claire, ou
8 Solide en nids éosinophiles ou anguleux, rainurés, chromatiques, Non 50% 3
clarifiées chiffonnés.
9 Solide en nids Cellules claires Noyaux ronds, petit nucléole Oui Non 2
Kystique, Cellules claires ou Chiffonnés, contours anguleux, certains
10 papillaire, rares légerement rainurés. Rares inclusions. Nucléole Non >50% 3
zones solides éosinophiles variable, quand présent bien visible
. . . Arrondis ou chiffonnés a contours
11 Solide en nids Cellules claires Non Non 3
anguleux
. Des secteurs de bas grade avec noyaux
Kystique Cellules claires ou arrondis et petit nucléole, des secteurs
12 ystque, légerement pett - Oui <50% 3
papillaire e . avec noyaux trés volumineux, contours
éosinophiles .
anguleux et gros nucléole
Cellules . . N .
éosinophiles Pléomorphisme trés marqué avec
Papillaire + arfois er?clou‘de noyaux souvent volumineux, contours
13 zones tubulaires P . irréguliers, chiffonnés, et des Oui >50% 4
- tapissier plus s . .
ou rétiformes h monstruosités. Chromatine claire,
claires dans les . . .
; inclusions, nucléole
zones tubulées
. . Cellules . .
Solide en nids o ) Ronds parfois ovalaire ou plus anguleux.
14 éosinophiles ou L . . Non <50% 2
ou tubes iy Chromatine fine, petit nucléole
clarifiées
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Tableau 6 suite

Architecture Cytologie Noyaux calcosphérites Nécrose Fihrman
Mixte Cellules Volumineux, contours anguleux,
15 partiellement éosinophiles ou rainurés, chiffonnés, chromatiques, Non Non 3
kystique clarifiées nucléole bien visible.
Kystique, . Chiffonnés, incisurés, rares inclusions. .
16 y . q . Cellules claires . . . . Oui Non 3
papillaire Nucléole bien visible quand présent
Arrondis petit nucléole dans les zones
Mixte a Cellules claires, claires. Plus atypiques avec noyaux trés
17 prédominance rares secteurs volumineux, irréguliers et chromatiques Oui Non 4
solide éosinophiles en zone éosinophiles ; Présence de
monstruosités
Entierement Cellules claires ou Arrondis ou légérement anguleux,
18 kystique, rares légerement chromatine claire. Inclusions. Petit Oui Non 2
papilles éosinophiles nucléole
Pléomorphisme marqué, zones de
. etits noyaux ronds regroupés et
Cellules claires P zones{le volumineug no paux
19 Papillaire ou légérement . N . . 'y . Non <50% 3
L . atypiques & chromatine hétérogéne,
éosinophiles .
contours anguleux, rainures. Rares
inclusions. Nucléole bien visible
Secteurs de petits noyaux ronds,
Mixte et d’'autres atypiques avec noyaux
20 partiellement Cellules claires volumineux a contours anguleux, aspect Oui Non 2
kystique chiffonné, quelques demi-lunes.
Chromatine claire.
Mixte a Contours anguleux aspect chiffonné,
21 prédominance Cellules claires chromatine vésiculeuse, volumineux Oui Non 3
solide nucléole. Bi et multinucléations.
Zones de regroupement de noyaux
arrondis taille moyenne, zones de
. Cellules . .
22 Mixte . . noyaux volumineux arrondis ou Non Non 3
éosinophiles . s
anguleux, chromatine clarifiée, gros
nucléole
Papillaire, multi Cellules Ronds ou anguleux, chromatine claire,
23 piiaire, | ellues o ang ! Non Non 3
nodulaire éosinophiles vésiculeuse, gros nucléole
Mixte a Cellules Arrondis ou étirés et plus anguleux,
24 prédominance éosinophiles ou volumineux, quelques rainures, nucléole Non <50% 3
solide clarifiées bien visible.
. . Hétérogenes selon les secteurs, ronds
Solide en nids, Cellules 9 . . .
. . . ou allongés voir anguleux. Chromatine .
25 partiellement éosinophiles ou ) o . Oui Non 2
. o fine ou clarifiée, rainures, rares
kystique clarifiées ; . . .
inclusions. Petit nucléole
Mixte & Cellules Arrondis ou ovalaires, contours
26 prédominance éosinophiles ou irréguliers, anguleux, aspect chiffonné, Oui Non 3
solide clarifiées rainures. Nucléole bien visible
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Tableau 7 :

SYNTHESE MORPHOLOGIE

SYNTHESE MORPHOLOGIE

Architecture solide 6 (17%)
Architecture papillaire 10 (35%)
Architecture mixte 8 (48%)
Présence de calcosphérites 14 (54%)
Nécrose 9 (35%)
Furhman 2 6 (23%)
Furhman 3 16 (62%)
Furhman 4 4 (15%)
Mitoses<1/10CFG 17
Mitoses 1-5 /10 CFG 3
Mitoses > 5 /10 CFG 5
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HES X 50

WAL
ol

Zones plus tubulaires et Zones solides
calcosphérites

HES X 100 HES X 100

Aspect trés éosinophile oncocytaire mimant Cellules claires mimant un CRCC
un carcinome papillaire type Il
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.

HES X 200

Cellules éosinophiles avec des
volumineux noyaux ovalaires

Atypies nucléaires marquées mais
focales

Nids de cellules discrétement
éosinophiles a noyau rond
nucléolé

Noyaux a contours
irréguliers, anguleux , aspect
chiffonné

HES X 400

HES X 400

Noyaux clarifiés, nucléolés,
contours anguleux, demi-lunes

Inclusion cytoplasmique
intranucléaire

HES X 1000
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HES X 100 HES X 100

Aspect particulier des tRCC a-TFEB avec des regroupements de noyaux et des grandes
cellules éosinophiles épithélioides

HES X 100 HES X 400

PECome utérin : architecture solide, cellules éosinophiles épithélioides péri-
vasculaires, noyaux ovalaires nucléolés cas 14

HES X 100 | HES X 40

Carcinome rénal associé au PECome utérin. Architecture solide, en nids, cellules
claires, noyaux arrondis nucléolés (cas 14)

0
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3) Etude immunohistochimique
Une positivité nucléaire avec l'anticorps anti-TFE3 était présente pour 25 des 26
tumeurs. Une tumeur sur 26 était marquée par I'anticorps anti-TFEB (réalisé au CHU

de Rennes par le Pr Rioux-Leclercq).

19 cas présentaient un marquage de plus de 50% des cellules tumorales (73%).

Sept cas présentaient moins de 50 % de cellules marquées (27%).

L'intensité de marquage était faible pour 6 cas (23%) avec 2 cas trés hétérogenes,

modeéré pour 10 cas (40%) et intense pour 9 cas (37%).
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Tableau 8 - IMMUNOHISTOCHIMIE

PATIENTS POURCENTAGE DE CELLULES MARQUEES INTENSITE DE MARQUAGE
1 5-50 +
2 > 50% +++
3 >50% .
4 5-50 +
5 > 50% y
6 > 50% +++
7 > 50% +++
8 > 50% +++
9 >50% .
10 >50% ++
11 > 50% ++
12 > 50% ++
13 5-50 hétérogéne +
14 5-50 ++
15 > 50% +a++
16 > 50% +
17 > 50% ++
18 > 50% +++ mais bruit de fond +++
19 > 50% hétérogéne +
20 > 50% ++
21 >50% +++
22 > 50% (TFEB) +4+
23 5-50 +a++
24 5-50 +
25 > 50% +++
26 5-50 +
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X200 Ac TFE3 Intensité faible +

Ac TFE3 Intensité modérée +

X200

Ac TFE3 Intensité forte + +
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4) Etude par technique FISH
La présence d'un réarrangement du gene TFE3 était observée dans 23 des 25
tumeurs analysées. Pour 3 cas, le nombre de cellules porteuses du réarrangement

spécifique était faible, juste supérieur aux 10% requis pour étre pris en compte.

La tumeur TFEB positive n’était pas porteuse du réarrangement TFE3 (il n'y a pas eu

d’étude moléculaire de TFEB pour ce cas).

Pour un cas le matériel était insuffisant pour réaliser I'analyse (tumeur entiérement

kystique).

Pour un cas I'étude était ininterprétable a cause d’un bruit de fond trop important par

auto-fluorescence.

Pour le cas comportant une tumeur rénale et une tumeur utérine, le réarrangement

était observé dans les 2 tumeurs.

54



Tableau 9 : COMPARAISON FISH / IMMUNOHISTOCHIMIE

PATIENTS IHC TFE3 FISH
1 5-50% + +
2 > 50% +++ +
3 >50% +++ +
4 5-50% + +
5 >50 % ++ +
6 >50 % +++ +
7 >50% +++ +
8 >50% +++ +
9 >50% +++ +
10 >50% ++ + faible
11 >50 % ++ Non réalisée
12 > 50% ++ + faible
13 hétérogéne 5 - 50% + + faible
14 5-50% ++ +
15 >50% + & ++ ¥
16 >50% + +
17 > 50% ++ +
18 >50% +++ mais bruit de fond +++ ININTERPRETABLE
19 hétérogéne > 50% + +
20 >50 % ++ +
21 >50% +++ +
22 0 -
23 Hétérogene 5-50% + & ++ +
24 5-50% + +
25 > 50% +++ +
26 5-50 % + +
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FISH positive chez une femme : 1 spot fusionné jaune et 1 dissocié orange / vert

FISH positive chez une femme : 1 spot fusionné jaune et 1 dissocié orange / vert

FISH positive chez un homme : 1 seul spot dissocié orange / vert
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5) Recherche de mutation KRAS BRAF
Aucune des tumeurs analysées ne présentait de mutation KRAS ou BRAF aprés
deux analyses différentes. Pour 1 cas il y avait un doute sur une mutation BRAF
VB60OE avec un taux de A en 1% position du codon 600 de 9.1% suggérant la
présence d'une population minoritaire de cellules porteuses d'une  mutation
p.Val600glu (c.1799T>A). Ce cas a été vérifié sur nouvelle amplification puis

extension d’amorces (SnaPshot), qui a confirmé I'absence de mutation BRAF.

KRAS+BRAF Marion pl857 191012 - Well F2

Entry: KRAS Codon 12 and 13

Sample: C1119500.J

Notes: 12uL

Position 1: G: 98,3% / A: 0,6% / C: 0,6% / T: 0,5% (Check)
Position 2: G: 100,0% / A: 0,0% (Passed)

G:98,3% G:100,0%
A06% A0.0%
Ci0.6%

T:0.5

kras-braf marion plaque 841 210912 - Well C7
Entry: BRAF-cadon600-1A-controle-250412
Sample: C0615492.D

Notes: 8uL

Position 1: A: 1,6% / T: 98,4% (Check)

Position 2: A: 2.4% / T: 97,6% (Check)

A1,6% A2Z4%
T:98.4% T:97,6%
— TR =  — ~ <
I ‘
20001 ‘
[
1800 ‘
| i‘
1soo|‘ ‘ |
| | | | |
1101 | f \ [ " .
I r\ - bl
| A S Y S 4 I |
W] Sl T = T
E s c G A T e G A T c A T c G

Profil pyroséquencage BRAF  WT
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kras-braf marion plaque 841 210912 - Well H7

Entry: BRAF-codon600-1A-controle-250412

Sample: C0832505.C
Notes: 8uL

Position 1: A: 9,1% / T: 90,9% (Passed)
Position 2: A: 2,8% / T: 97,2% (Passed)

A28%
T:97.2%

10

Profil pyroséquencage BRAF doute sur V600E

Applied
Blosystems Plague516-Snapshot-KRAS-BRAF-111012
GeneMapper 4.1
Sample File Sample Name Panel 0s [sa
ion- | -F-HO03-; R i -BRAF-F None ] [ |
21 28 35 42 49 56 63 70 77
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
[ None I I ]
56 63 70 77

3000

2700

2400

2100

1800

1500

1200

900

600

300

Thu Oct 11,2012 02:23PM, CEST

Printed by: TUMEUR-1

Page 12 of 29

Profil SNaPshot BRAF WT
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V) DISCUSSION

Les carcinomes a translocation Xpl11.2 sont une entité rare et les différents séries
publiées, comportent rarement plus de 20 patients. Depuis les premiers cas
rapportés isolément, au total 18 séries sont maintenant publiées, dont 6 par I'équipe
d’Argani et al. (1) (3) (11) (21) (23) (26) (27) (30) (33) (51) (56) (57) (58) (59) (60)
(61) (62) (63). Toutes ces séries se complétent, rapportant des données parfois
contradictoires, avec des conclusions sur les données immunohistochimiques et

I’évolution clinique parfois trés variables.

1) Morphologie

Dans notre série, les tumeurs avaient un aspect assez polymorphe avec des
architectures tant6t papillaire, tantét solide, ou les deux. 22 % étaient kystiques.
Dans la majorité des cas, on observait un caractere mixte avec des nids et des
papilles bien que 17% des tumeurs étaient exclusivement faites de nids et 35%

étaient exclusivement papillaires.

Les cellules tumorales étaient grandes avec un cytoplasme abondant, clair ou
faiblement éosinophile. Dans 2 cas, les cellules étaient exclusivement éosinophiles
pouvant orienter a tort vers une tumeur oncocytaire ou un carcinome papillaire type
2. Aucun contingent sarcomatoide n’a été mis en évidence. Dans la littérature, seul 1

cas d’aspect sarcomatoide a été décrit chez un enfant (57).

Ces aspects morphologiques polymorphes et peu spécifiques se retrouvent dans

toutes les séries publiées (1) (3) (11) (16) (21) (26) (30) (60) (62).

En revanche, peu d'études se sont intéressées a l'aspect des noyaux. lls sont
pourtant un bon signe d’appel, surtout chez I'adulte car on évoque moins facilement
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ce diagnostic aprés 40 ans. Leur aspect est certes variable selon les secteurs et
selon les tumeurs, mais il y a des aspects récurrents avec des noyaux aux contours
irreguliers, parfois en demi-lune, ou chiffonnés « pseudo chromophobe », ou encore
rainurés, rarement percés d’une inclusion cytoplasmique intranucléaire. lls sont
souvent clarifiés avec une chromatine vésiculeuse mais peuvent aussi étre trés
chromatiques. Les nucléoles ne sont pas toujours bien visibles, mais le grade de

Fuhrman est le plus souvent élevé avec 77% de grade 3-4 et 23% de grade 2.

Dans les 6 principales séries qui se sont intéressées au grade de Fiuhrman, les
chiffres sont tres variables (1) (3) (21) (33) (51) (59). En effet des tumeurs de hauts
grade nucléaire (3-4) sont décrites comme prédominantes dans la moitié des séries
(de 61 a 100%) (51) (21) (59) et minoritaires dans I'autre moitié (de 24 a 36%) (3) (1)
(33). Par contre les tumeurs agressives étaient toujours de haut grade, dans notre

série comme dans les autres.

Les noyaux sont donc un élément d’orientation diagnostique dans notre série.

Des calcosphérites étaient présentes dans 53% de tumeurs, ce qui a été décrit par
plusieurs équipes sans jamais véritablement évoquer de caractere spécifique. Cela
pourrait constituer, en association avec l'architecture papillaire, les cellules claires et

eosinophiles et I'aspect des noyaux, un faisceau d’arguments tres évocateur.

Il est rare d’'observer des mitoses dans les carcinomes rénaux. L’activité mitotique
n'a d’ailleurs été étudié dans aucune série de tRCC. Dans notre étude, tous les cas
présentant plus de 5 mitoses pour 10 CFG ont eu une évolution péjorative. Ceci
semble étre un facteur pronostique intéressant qui devra néanmoins étre confirmé

sur de plus larges séries.
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2) Immunohistochimie et étude moléculaire.

a) Immunohistochime et FISH

La valeur diagnostique de l'anticorps anti-TFE3 a été démontrée par I'équipe de
Argani et al. en 2003 (29). Dans cette étude, il existait une trés bonne corrélation
entre le marquage immunohistochimique et les études moléculaires avec une
sensibilité de 97.5% et une spécificité de 99.6%. Il s’agissait d’'une série de 21 cas
prouvés sur le plan moléculaire. D’autres travaux ont par la suite rapporté une
sensibilité moindre, notamment celle de Camparo et al . qui montre dans une série
de 31 cas dont 12 prouveés sur le plan moléculaire, une sensibilit¢ de 82% (21).
Comme le rapportent également L. Gaillot-Durand et al. (62), décrivant 9 cas ou
limmunohistochimie était positive avec au final seulement 2 cas prouvés par
technique moléculaire. Dans cette derniere étude, il est proposé en conclusion de ne

retenir comme positif que les marquages d’intensité modérée (++) a forte (+++).

Une série Japonaise de Komai et al. (58) de 7 cas positifs dont 4 prouvés par
biologie moléculaire parmi 244 carcinomes a cellules rénales étudiés, rapporte une
bonne corrélation entre étude immunohistochimique et moléculaire avec un

marquage intense des 7 cas par I'anticorps anti-TFES.

Une série canadienne de Maria Carmen Mir et al. (59) rapporte 8 cas diagnostiqués
uniguement par immunohistochimie en gardant comme critéres diagnostiques un

marquage modeéré a intense méme s'il était focal.

Dans la série de G Malouf et al. (51), étaient considérés comme positifs, les cas dont

le marquage était modéré a intense dans au moins 10% des cellules tumorales.
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Dans notre série, I'intensité de marquage était faible pour 6 cas (23%) dont 2 trés
faibles et hétérogenes, modéré pour 10 cas (38,5%) et intense pour 9 cas (38,5%).
Pour 23 cas sur 26, le diagnostic a été prouvé par FISH (1 n’a pu étre réalisé par
manque de matériel, un était non interprétable et le cas marqué par I'anticorps anti-
TFEB n’ a pas fait 'objet d’étude moléculaire TFEB). Ceci remet en question le fait
de ne considérer comme positif que les marguages modérés a intenses puisque

deux de nos cas étaient tres faiblement marqués et hétérogénes.

Zhong et al. (30) ont testé 121 RCC, 11 étaient marqués avec I'anticorps anti-TFE3
et seulement 6 prouvés par étude moléculaire. Ces 6 cas avec translocation

présentaient un marquage immunohistochimique modéré a intense.

Dans notre expérience (non publiée) nous avons également observé un certain
nombre de faux positifs, avec souvent un marquage uniquement en périphérie de la
tumeur, mais aussi de veéritables marquages homogenes dans certains carcinomes a
cellules chromophobes. Les faux positifs avec marquage périphérique font soulever
le probléme de la qualité de fixation, qui a déja été évoqué notamment par I'équipe

de Zhong (30) et par Argani lui-méme dans sa description initiale (29).

Zhong qui a validé la techniqgue FISH pour mettre en évidence le réarrangement
Xpll.2 sur coupe paraffinée (55) met également en cause le probleme de la
subjectivité de linterprétation de l'intensité du marquage immunohistochimique. I
défend l'idée que I'étude par FISH serait moins sujette a ces problemes de

subjectivité, mais au final, aucun seuil de détection objectif de 'anomalie moléculaire

n'a été propose.

Dans notre étude, nous avons décidé de prendre en compte le marquage

immunohistochimique a partir de 5% de cellules marquées et pour la FISH nous
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avons fixé le seuil a 10% de cellules porteuses du réarrangement. Pour ce qui est du
marquage immunohistochimique, il ne concernait jamais moins de 5 % des cellules.
Par contre pour 3 cas, le nombre de cellules porteuses du réarrangement en FISH
était tout juste de 10%. Ces cas avec peu de cellules réarrangées, montrent bien les
difficultés d’interprétation qui existent tout autant en technique FISH qu’en

immunohistochimie.

Dans la série allemande de Macher-Goeppinger et al. (33) est fait mention d’'une
possible amplification du géne TFE3 dans certains carcinomes rénaux non a

translocation.

Au final notre étude confirme la complémentarité de la technique FISH et de
limmunohistochimie. L’'immunohistochimie est utile pour orienter le diagnostic
lorsque la morphologie et/ou le contexte clinique (jeune age) sont évocateurs ; la
confirmation étant apportée par la FISH pour s’affranchir des faux positifs et faux

négatifs.

Se pose ensduite la question de la place des autres techniques moléculaires, que sont

la RT-PCR et la cytogénétique.
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b) FISH/RT-PCR ou cytogenetique?

Dans son étude sur la FISH (55), Zhong met en avant la facilité technique pour les
pathologistes d’avoir une confirmation moléculaire sur matériel inclus en paraffine.

En effet il n’est pas toujours évident d’avoir a disposition du matériel congelé .

La techniqgue FISH est également plus rapide et moins onéreuse que la RT-PCR
puisqu’elle recherche la présence d’un réarrangement au sein du gene TFE3 sans
avoir besoin de savoir quel est le partenaire de réarrangement impliqué. Pour les
techniques de PCR, il faut disposer de différents couples d’amorces adaptés a
chaque partenaire et de plus pour ASPSCR1 et PRCC il faut 2 couples d’amorces

différents pour le méme partenaire puisqu’il existe 2 points de cassure possible (33).

Néanmoins, la RT-PCR a une place en complément de la FISH, notamment en cas
de non interprétablilité ou de doute diagnostic si le nombre de cellules réarrangé est
faible ou en cas d'artéfacts d'autofluorescence des tissus rendant impossible la

lecture des signaux.

Un autre aspect a soulever est la mise en évidence du partenaire impliqué. Cette
information est intéressante si 'on suppose comme certains auteurs (11) (58) (60)
gue certains partenaires peuvent étre de plus mauvais pronostic que d’autres. Deux

techniques permettent d’obtenir cette information : la RT-PCR et la cytogénétique.

La RT-PCR nécessite d’avoir du matériel congelé, une équipe entrainée, et les
couple d’amorces nécessaires avec une mise au point optimale des conditions

sensibles de réaction.

La cytogénétigue est la technique qui a permis de découvrir les premiers cas (11)

(16). Malheureusement cette technique pose plusieurs problemes: c'est une
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technique longue, difficile et colteuse qui nécessite du matériel frais préservé dans

le RPMI, et la encore un équipe entrainée car il y a de nombreux échecs de culture.

Dans notre série, nous n'avons pas encore réalisé I'analyse du transcrit impliqué.
Une étude complémentaire est en cours dans le cadre d'une collaboration avec

'équipe de G Malouf.
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3) Physiopathogenese

a) Conséquences fonctionnelles du transcrit de fusi on.

Plusieurs études rapportent un lien pronostique entre le partenaire de fusion et

I'agressivité tumorale.

Une étude récente a été publiée sur les effets du transcrit de fusion ASPSCR1-TFE3
(34). Elle montre notamment qu’il est localisé au noyau grace au signal de
localisation nucléaire de TFE3 et surtout que lactivité activatrice sur le plan
transcriptionnel est supérieure pour ASPSCR1-TFE3 fusionné que pour la forme
native de TFE3. Cette augmentation d’activité est encore plus importante quand il
s’agit du transcrit de type 2 que du transcrit de typel. Ceci confirme tout d’abord que
le transcrit est bien produit et qu’il a une activité propre, mais surtout que cette fusion
est tres avantageuse sur le plan fonctionnel pour la cellule puisqu’elle permet
d’augmenter son rendement en terme de production protéique. Le fait qu’'un type de
transcrit semble avoir une augmentation d’activité plus importante que I'autre pourrait
soutenir I'hypothése selon laquelle certains transcrits seraient associés a une
évolution plus agressive. Dans cette étude, qui s’'est focalisée sur le transcrit
ASPSCR1-TFE3 commun aux sarcomes alvéolaires et aux tRCC, de nombreux
genes cibles on été identifiés. Il s’agit en particulier de C-MET, qui est un récepteur
membranaire impliqué a la fois dans la voie PI3K/AKT et dans la voie RAS/RAF, de
CYP17A1 (encode la sous famille XII du cytochrome P450), de UPP1 (encode une

uridine phosporylase), et de ANGPTIL2 (encode la protéine angiopoietin-like2).
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b) Carcinome rénal a translocation et PECome: des voies de

cancérogenese communes au sein d’'une méme famille ?

Dans notre série, une patiente présentait 2 tumeurs, I'une utérine et I'autre rénale, de
découverte synchrone. Au niveau rénal, il s'agissait d'un tRCC et au niveau utérin
d’'un PECome. Ces 2 tumeurs présentaient une surexpression TFE3 intense en
immunohistochime et étaient toutes deux porteuses d’un réarrangement TFE3 en

FISH.

Les PEComes sont une famille de tumeurs mésenchymateuses faites de cellules
épithélioides péri-vasculaires qui ont une différenciation a la fois mélanocytaire et
musculaire lisse. C’est une famille hétérogéne qui comprend plusieurs entités et
notamment les angiomyolipomes, lymphangioléiomyomatoses, les tumeurs
«sucres » a cellules claires pulmonaires et les PEComes sans autre précision
(NOS). Les PEComes NOS surviennent le plus souvent au niveau utérin. Il peuvent
présenter une morphologie fusiforme et dans ce cas ils expriment volontiers les
marqueurs musculaires, ou plutét épithélioides, comme c’était le cas dans notre

étude, et dans ce cas ils expriment moins intensément les marqueurs musculaires.

Les PEComes qui présentent un réarrangement de TFE3 sont caractérisés par une
morphologie épithélioide et une faible immunoréactivité pour I'actine (31). Dans notre
cas, la morphologie était bien épihtélioide mais les marqueurs musculaires, dont

I'actine étaient fortement exprimés.

Les PEComes et les tRCC partagent donc certaines caractéristiques morphologiques
et immunohistochimiques qui a fait soulever par certains auteurs leur éventuelle

appartenance au méme spectre tumoral, les tumeurs de la famille MITF.
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C’est a ce jour le premier cas décrit dans la littérature d’association chez la méme
patiente de ces 2 lésions. Ceci vient renforcer l'idée d’'une origine commune possible

avec un chevauchement morphologique et phénotypique.

Il existe une association forte entre la sclérose tubéreuse de Bourneville et certains
PEComes et angiomyolipomes. Jusqu’a présent les PEComes avec réarrangement
de TFE3 décrits dans la littérature sont survenus en dehors de tout contexte de

Sclérose Tubéreuse de Bourneville (32) (28).

Dans cette observation, d’association d’'un carcinome rénal a translocation et d'un
PECome utérin, avec réarrangement de TFE3, la patiente est atteinte d'une
Sclérose Tubéreuse de Bourneville (mutation constitutionnelleTSC2). C’est a notre
connaissance le seul cas rapporté. Ceci doit faire poursuivre les investigations
concernant le phénotype et les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les
PEComes et les tRCC avec comme corollaire, I'hypothése déja formulée par Argani

d’un spectre lésionnel de la famille MITF.
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4) Clinique

Dans notre série, 'dge moyen des patients était de 32.5 ans avec une médiane de
31 ans (extrémes 7-76 ans). Au sens strict du terme, seuls 3 cas (11%) étaient
véritablement pédiatriques (jusque 16 ans) et 4 (15%) touchaient des sujets de plus
de 40 ans. L’age médian et moyen confirme dans notre série que ce type tumoral
touche préférentiellement les sujets jeunes. Les adges moyens publiés dans les
principales séries vont de 24.7 a 53 ans avec des extrémes allant de 4 a 78 ans (1)
(3) (11) (21) (23) (26) (27) (30) (33) (51) (56) (57) (58) (59) (60) (61) (62) (63). Ces
chiffres sont tout a fait similaire aux nétres avec toutefois une sous représentation
des cas pédiatriques lié a un probable biais de recrutement . En effet la plupart des
séries ne rapportent, soit pas de cas pédiatriques, soit uniguement des cas
pédiatriques comme c’est le cas pour la série test de la mise au point de I'anticorps

anti-TFE3 par Argani (29) ou la série rapportée par Geller et al. (52).

Pour ce qui est de la prédominance féminine déja décrite, notre série la confirme tout
a fait avec un sexe ratio de 4.2 femmes pour 1 homme. Dans les autres séries, elle

existe également de fagon plus ou moins marquée.

A l'instar des autres cancers du rein, la découverte reste fortuite dans 39% des cas.
Cette fraction de tumeurs asymptomatiques est également importante dans d’autres
séries avec 37% dans une série espagnole (59), 33% dans une série anglaise (1) et
50% dans une série japonaise (58). Seules 2 séries rapportent 100% de tumeurs
symptomatiques, celle de Geller et al. (52) et celle de Meyer et al. (22). Quand ces
tumeurs sont symptomatiques, elles se révelent volontiers par des douleurs
lombaires ou abdominales et dans notre série possiblement par un épisode de

coligue néphrétique du c6té de la Iésion. Dans la littérature, ce sont ces mémes
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symptémes qui sont rapportés avec des épisodes d’hématuries fréquents notamment

dans la série de Camparo et al. (21).

Cing études posent la question des antécédents des chimiothérapie comme éventuel
facteur de risque de survenue des tRCC (2) (23) (30) (51) (64). Quatre sont en faveur
d’'une association entre les antécédents de chimiothérapie et la survenue d’'un tRCC
sans pouvoir incriminer de classe thérapeutique en particulier. Dans notre série, une
patiente avait recu de la chimiothérapie pour un lymphome, mais nous ne
connaissons pas l'intervalle entre I'exposition a la chimiothérapie et la survenue du
carcinome rénal, et une patiente avait recu de la chimiothérapie pour un carcinome

mammaire.

Il faut noter également que 3 patientes présentaient soit un antécédent de carcinome
mammaire, soit pour une patiente, un carcinome mammaire synchrone. Deux
patients, dont la patiente présentant un carcinome mammaire synchrone,
présentaient des antécédents familiaux de cancer au premier degré. Ceci n’a pas été

décrit dans d’autres séries.

En ce qui concerne le stade TNM des patients, dans notre série, les tumeurs étaient
de stade pT1-2 dans 82% des cas, et de stade pT3 dans 18% des cas. Dans la
littérature, 6 séries décrivent une répartition similaire avec une prédominance de
stade pT1-2 allant de 58 a 100% (1) (21) (26) (51) (58) (59). Quatre séries rapportent

une prédominance de stade avances, pT3-4, allant de 53 a 75% (3) (16)(33) (52).

Des métastases ganglionnaires étaient présentes pour 26% des cas de notre étude.
Dans la littérature, on trouve de 17 a 42% de cas avec des métastases

ganglionnaires (1) (3) (21) (26) (33) (51) (52)(58) (59).
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Pour ce qui est des métastases viscérales, dans notre série 13% des patients en
présentaient. Dans la littérature, sont décrits de 6 a 42 % de patients métastatiques

avec une moyenne de 24% (1) (3) (21) (26) (33) (51) (52) (58) (59).

L'évolution clinique reste difficile a prévoir et plusieurs facteurs ont été évalués.
Certains auteurs comme Argani, évoquent une implication du partenaire de
réarrangement en jeu (11) (58) (64), d’'autres évoquent I'dge, décrivant une plus
grande agressivité de ces tumeurs chez I'adulte (22) (51) (62) (50). D’autres encore

evoquent la présence de métastases ganglionnaires et/ou viscérales (52) (57) (59).

En ce qui concerne l'age, Geller et al. suggerent que dans les cas pédiatriques
I'évolution est favorable méme en cas de métastases ganglionnaires (52). Dans une
étude plus récente des mémes auteurs, est évoquée une forte implication
pronostique de I'envahissement ganglionnaire quelque soit 'age (57). Dans notre
étude, seuls 3 cas entraient veéritablement dans la catégorie pédiatrique (< 16 ans),
un petit garcon de 7 ans, une jeune fille de 15 ans et un adolescent de 16 ans. Les 2
garcons ont une évolution favorable aprés chirurgie seule, en revanche la jeune fille
présente une progression tumorale avec des métastases osseuses vertébrales
malgré un traitement par thérapie ciblée et radiothérapie. Les 2 garcons présentaient
des tumeurs de stade pTla et pT2, NO MO. La jeune fille présentait un stade pT2 N2
M1 au diagnostic. Ces résultats corroborent I'hypothése d'un lien entre
'envahissement ganglionnaire et un pronostic péjoratif. Toujours en ce qui concerne
'age, plusieurs équipes évoquent une plus grande agressivité de ces tumeurs chez
'adulte au-dela de 30 ans (2) (22) (50) (51)(62). Ceci n'est pas confirmé dans notre
série puisqu’'une patiente de 15 ans évolue défavorablement et les 3 patients

décédés de la maladie avaient respectivement 22, 25 et 44 ans.
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Chez deux de ces patients de 22 et 25 ans, la tumeur était de stade pT3, mais la
patiente de 44 ans présentait une tumeur de stade pTlb. En revanche tous les 3
présentaient dés le diagnostic un envahissement ganglionnaire. Tous les autres
patients avec évolution favorable sont indemnes d’envahissement ganglionnaire.
Notons gu’une patiente de 22 ans présentait une micro-métastase ganglionnaire
avec un stade pTla, sans récidive aprés un recul de 8 ans. Dans la série pédiatrique
de Geller et al.,, 6 patients sur 11 avaient des métastases ganglionnaires et/ou
viscérales, 4 sont décédés de la maladie et un évolue toujours sous traitement

adjuvant.

L’envahissement ganglionnaire est donc bien un facteur de mauvais pronostic.

En ce qui concerne le lien entre le type de partenaire de fusion avec TFE3, les deux
transcrits les plus fréquents sont ASPL-TFE3 et PRCC-TFE3. Selon Argani, ASPL-

TFE3 serait de plus mauvais pronostic.
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5) Perspectives thérapeutiques

Aucune thérapeutique spécifique n’a pour l'instant été mise au point, les voies de

carcinogenese de ce type tumoral restant mal connues.

La plus grande série rapportée comporte 53 patients (54), dont seulement 5 cas sont
prouvés par étude moléculaire. Au final seuls 23 étaient métastatiques et ont
véritablement été étudié. Dans cette étude, la survie sans progression était de 8.2
mois pour les patients traités par sunitinib (n = 11) et 2 mois pour les patients traités
par cytokine (n=9) pour une durée moyenne de suivi de 19 mois. La survie globale
n’était pas disponible. Les résultats montrent 43% des patients décédés, 14 % de
patients en phase palliative, 0.4% (n=1) de patient en rémission et 42.6% des

patients toujours sous traitement (2° ou 3° ligne).

Une série américaine de 15 patients présentant un tRCC métastatique traité par
sunitinib, sorafenib ou anticorps monoclonal anti-VEGF (61) parle d’'une « certaine »
efficacité de ces traitements, avec toutefois une issue qui reste péjorative pour
'ensemble de patients. Trois patients (20%) ont présenté une réponse d’'une durée
respective de 7, 13 et 27 mois. Sept patients ont été stabilisés (47%). La survie sans
progression était de 7.1 mois et la survie globale de 14.3 mois. Tous les décés
étaient liés a la maladie. Il n'y avait pas de différence de survie entre les patients
traités par sunitinib par rapport a ceux traités par d’autres molécules. Les chiffres de
cette série américaine sont finalement assez proches de ceux publiés par I'équipe
francaise de G. Malouf mais sont, dans les deux cas, a interpréter de facon prudente

étant donné les faibles effectifs.
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Dans notre étude, parmi les 3 patients qui ont bénéficié d’'un traitement par Sunitinib
I'évolution a été péjorative avec 2 déces spécifiques et une patiente en progression

sous traitement.

D’autres perspectives thérapeutiques sont a I'étude. Les découvertes récentes sur
les voies de carcinogenese de ces tRCC montrent une forte implication du récepteur
membranaire a 'lHGF C-MET. Ceci laisse a penser que des thérapies ciblant C-MET,
pourraient étre efficaces. Une étude récente de phase 2 a testé l'efficacité d'un
traitement inhibiteur de C-MET (Tivatinib) sur des tumeurs de la famille MITF
comprenant des sarcomes alvéolaires, sarcomes a cellules claires et des tRCC (63).
Les résultats sont mitigés avec une efficacité assez modeste quelque soit le type

tumoral.

Certaines équipes mettent en place des essais d’association thérapeutique pour
bloquer en méme temps EGFR et C-MET, notamment dans des cancers colorectaux
et des carcinomes pulmonaires non a petites cellules, une idée qui parait
prometteuse étant donné la complexité des voies de carcinogenese impliquées dans

ce type de tumeurs (63).

Une derniere voie thérapeutique est soulevée par I'étude récente de Laydani et al.
(64), la chimiothérapie conventionnelle par le 5-FU. En effet le géne UPP1 codant
une enzyme qui convertit I'analogue pyrimidique 5’-deoxy-5’fluorouridine en 5-
fluorouracil (5-FU) est une cible de la protéine de fusion ASPSCR1-TFE3. Ceci
pourrait permettre une action du 5-FU qui serait intéressante en cas de tumeur

agressive et non contrélée par la chirurgie seule.
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Figure 2 : Cibles thérapeutiques des voies de carc  inogenéses des tRCC
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VI) _CONCLUSION

Notre étude des carcinomes rénaux a translocation confirme une nette prédominance
féminine mais un mode de révélation semblable a celui des autres carcinomes
rénaux. Ces tumeurs touchent plutét les sujets jeunes mais leur existence possible
guelque soit I'age doit faire systématiguement évoquer le diagnostic devant toute

tumeur rénale de morphologie inhabituelle.

Nous avons montré que la présentation histologique peut-étre déroutante avec des
aspects variés. En revanche, I'association d’'une architecture papillaire avec des
cellules claires et éosinophiles, des anomalies nucléaires et des calcosphérites est
trés évocatrice. Dans notre travail, I'étude immunohistochimique avec I'anticorps anti-
TFE3 est bien corrélée a la présence d'un réarrangement en FISH, malgré une
certaine hétérogénéité de son expression. Une confirmation moléculaire doit par
conséquent étre systématique. Cette étude est la premiere a décrire I'absence de

mutation KRAS ou BRAF dans cette entité.

En ce qui concerne le pronostic, nous avons identifie, sans pouvoir le prouver
statistiguement compte-tenu d’'un effectif trop faible, qu'une activité mitotique
supérieure a 5 mitoses, de méme qu’'un envahissement ganglionnaire, étaient
associés a un pronostic défavorable. Ces éléments méritent d’étre confirmés sur une

plus large série.

Les voies de carcinogenése des carcinomes rénaux a translocation sont complexes
et partiellement identifiees. Une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques permettra probablement d’identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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Résume :
Le carcinome rénal a translocation est une entité rare de description récente.

Le but de notre étude était de caractériser cette tumeur sur le plan clinique et morphologique, d’étudier
la corrélation entre I'immunomarquage avec l'anticorps anti-TFE3 et la mise en évidence d’'un
réarrangement du géne TFE3 en hybridation in situ (FISH), et enfin de rechercher d’éventuelles
mutations des génes KRAS et BRAF.

Une étude clinigue, morphologique, immunohistochimique avec I'anticorps anti-TFE3 et par technique
FISH avec la sonde TFE3 a été réalisée sur 26 cas. La recherche de mutation KRAS et BRAF a été
effectuée par PCR puis pyroséquencage a partir d’ADN tumoral extrait d’échantillons inclus en paraffine.

L'age moyen de survenue était de 32.5 ans (7-76 ans), avec une large prédominance féminine (4.2:1).
Deux patientes présentaient des antécédents de chimiothérapie, et une, de sclérose tubéreuse de
Bourneville. Le mode de révélation était fortuit dans 40% des cas, révélé par une symptomatologie
urinaire dans 60% des cas. L’architecture tumorale était papillaire (35%), solide (17%) ou mixte (48%).
Les cellules tumorales étaient claires ou €osinophiles avec des atypies nucléaires marquées parfois
focales et des calcosphérites dans 14 cas (54%).

12 cas étaient de stade pT1 (55%), 6 étaient pT2 (27%) et 4 pT3 (18%). Pour 4 patients, I'information
n'était pas disponible. Trois patients de 22, 25 et 44 ans sont décédés de la maladie, une patiente de 15
ans est en vie avec des métastases vertébrales et bénéficie d’'une thérapie ciblée. Tous les patients
dont I'évolution a été péjorative présentaient des métastases ganglionnaires au diagnostic et une activité
mitotique supérieure a 5 mitoses pour 10 champs a fort grossissement. L'immunomarquage avec
I'anticorps anti-TFE3 était faible et hétérogéne pour 6 cas (23%), modéré pour 10 cas (40%) et intense
pour 9 cas (37%). Tous les cas étudiés ont été confirmés avec un réarrangement du géne TFE3 en
FISH. L’analyse moléculaire des génes KRAS et BRAF n’a pas montré de mutation.

Les carcinomes rénaux a translocation touchent préférentiellement les sujets jeunes de sexe féminin
mais peuvent survenir a tout age. L’étude par immunohistochimie a une bonne valeur d’orientation mais
doit obligatoirement étre confirmée par une technique moléculaire. Ces tumeurs ne présentent pas de
mutations des génes KRAS et BRAF. Une activité mitotique supérieure a 5 mitoses et I'envahissement
ganglionnaire semblent étre des facteurs de mauvais pronostic.
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