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Depuis quelques années, il et rgpporté une hausse sensible de I'incidence des sarcomes cutanés
féins a cdlules fusformes (SCF). Ces SCF représenteraient 12 a 41% des tumeurs cutanées
fdines'®18:19.22 3356 .70.78 | o5 tymeurs du "complexe fibrosarcome fdin" (CFF) (fibrosarcomes,
fasciites nodulaires et fibrohistiocytomes malins) gppartenant a ce grand groupe en représentent le
premier type tumord. Mas d autres tumeurs de nature mésenchymateuse a cdlules fusformes
teles des tumeurs dérivant du tissu nerveux (schwannomes) ou du tissu musculaire
(I&omyosarcomes) ou tout Smplement les sarcomes indifférenciés sont a prendre en compte car
faisant partie du diagnodtic différentid des tumeurs du CFF.

Cependant I'é&iologie et les facteurs de prédisposition de ces néoplasies restent ma connus. En
plus dune origine virde (FeSV) probable pour certains fibrosarcomes, des éudes
épidémiologiques ont mis en évidence une corréation entre la survenue de ces SCF et un taux

accru de  vaccination?40:96,

La pesdance dun processus réactionnd inflammatoire et
immunologique associé a la présence d adjuvants vaccinaux aux Stes d'injection prédisposerait a
une exacerbation de la réponse cicatricidle du tissu conjonctif, favorisant aing I’ apparition d'un
processus tumoral>®.

Le développement de ces sarcomes aux Sites d'injection vaccinaux et a I’origine d'un sérieux
dilemme rdaionnd auqud se heurte le vé&térinaire. En effet les messages darmistes que passent
les médias a ce sujet tendent a réduire le pourcentage de vaccinations félines, exposant ains nos
compagnons & de Sérieux problémes infectieux®®.

Bien que ces SCF présentent des similitudes sur le plan dinique, ils condtituent un groupe trés
héérogene en ce qui concerne leurs condtituants. La principde caracté&ristique microscopique
quils pategent et la présence de cdlules fusformes qui atestent de leur origine
mésenchymateuse. Leur pléomorphisme fréquent améne a donner un méme diagnogtic de SCF
mais lase la dénominaion exacte de la tumeur déatoire. Leur identification difficile au plan
histogénétique rend donc le pronostic et I'orientation thérapeutique problématiques®. Fort
heureusement, les immunomarquages sont susceptibles d'gpporter  une contribution a ce
diagnodic. L’exigence danticorps destines a I'identification phénotypique des cdlules
mésenchymateuses, développés a I’ origine pour I’ espéce humaine, permet aujourd hui d’ accéder a
de nouveaux criteres de clasdfication des tumeurs. Cette dassfication Saffranchit des
morphotypes pour Sattacher a la mise en évidence de caracteres cdlulaires biochimiques et
biologiques.

Apres une breve synthese bibliographique sur le CFF, le but de cette éude sera donc I’ évauation,
ur des prdévements collectés dans des laboratoires d Anatomie pathologique vétérinaire, d'un
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pand restreint d' anticorps spécifiques. Ces anticorps sont dirigés contre des antigenes spécifiques
de lignées cdlulaires et généralement préservés durant le processus de différenciation tumorale.

Nous espérons aind vdider I'utilisation de ces marqueurs de différenciation afin de permettre la
diffuson d'un outil Smple & efficace dans le domaine du diagnogstic en Anatomie pathologique

véérinare et d offrir au clinicien un pronosgtic plus précis.
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1. ETIOLOGIE

Le CFF regroupe un ensemble de tumeurs et pseudo-tumeurs du tissu mésenchymateux, se
développant préférentidlement chez le chat au niveau du tissu conjonctif cutané et sous-cutané.
regroupe des proliférations pour la plupart maignesissues :

- des fibroblastes: avec principdement le fibrosarcome (FS) et la fasciite nodulaire (ou
fibromatose) (FN),

- deshigtiocytes : avec essentidlement le fibrohistiocytome main (FHM),

- de cdlulesindifférenciées ou peu différenciées : sarcomes indifférenciés.

Les sarcomes cutanés du CFF peuvent étre en général classés sous deux grands groupes selon leur
éiologie les sarcomes viro-induits et les autres qui sont soit d’ origine vaccinde soit d'origine non

vaccinde et dors d origine inconnue.

1.1. Lesfibrosar comes vir o-induits;

Ces sarcomes sont imputables au virus FeSV: Feline Sarcoma Virus, qui peut ére retrouve dans la
tumeur, dle-méme, mais auss dans la modle osseuse, les noauds lymphatiques mésentériques, le
thymus, la rate et les glandes sdivaires des animaux dteints. Dans les cas de fibrosarcomes
spontanés, le FeSV est toujours associé au virus leucémogene fdin (FeLV). Le FeSV serait un
virus recombinant qui se forme quand le virus FeLV sassocie & des proto-oncogénes fdins’. Ces

deux virus sont des oncornavirus (Retroviridag) a ARN monocaténaire.

1.2. Les sarcomes solitaires;

Dans cette catégorie, on digingue ceux qui sont Stués aux zones habitudles dinjections
vaccindes (sarcomes veccinaux (SV)) e ceux dStués sur des dtes didtincts (sarcomes non
vaccinaux (SNV)). Dans ces deux catégories, on retrouve tous les types histologiques du CFF,
cest adireleFs, le plusfréguent, le FHM, laFN et autres sarcomes indifférenciés.

Alors que I'origine des SNV demeure encore inconnue, de nombreux facteurs ont éé incriminés
dans le développement des SV et parmi ceux-ci, la présence d'adjuvants vaccinaux, la taille de
["aiguille, I'utilisation de seringues usagées, la température du vaccin, | agitation ou non de la
seringue ou méme la présence d'ar injecté au moment de l'injection. La présence de particules
d duminium (hydroxyde d'duminium ou phosphate d duminium) dans les adjuvants vaccinaux a
dabord éé reiée a |'gppaition des SV. En plus d'un effet tumorigene, I'duminium induirait des

réections inflammatoires chroniques e la formation de granulomes aux dgtes dinjection



susceptibles d'induire une prolifération incontrolée de fibroblastes et de myofibroblastes résidents,
chez des chats génétiquement prédisposés™. Cependant des SV ont été observés sur des chats
ayant recu des vaccins & base d'adjuvants ne contenant pas d’ duminium*®; I'duminium ne serait
peut ére aors que le marqueur d'une vaccingion antérieure et d autres composants du vaccin
pourraient induire une réection inflammatoire ou renforcer le processus inflanmatoire qui
résultersit dors en un néoplasme*’. Les SV sont dalleurs histologiquement similaires aux
tumeurs meésenchymateuses oculaires podt-traumatiques du chat, suggérant une pathogénie
commune (inflanmation et cicatrisation) pour ces deux types tumoraux*’. Donc le role spécifique
de l'duminium, tout comme cdui dautres facteurs susceptibles dinduire un processus
néoplasique (agents chimiques goutés pour inactiver les virus, contaminants viraux, facteurs de
cultures cdlulaires (Epidermd growth factor, sérum bovin fodd...)) utilisés lors de la manufacture
de ces produits, reste obscur. L'injection elle-méme, en effet, cause une réaction inflammatoire
dans laguelle des facteurs de croissance similaires & ceux uilisés dans la production du vaccin sont
libérés au site de vaccination (PDGF par exemple)®***°. Les facteurs de croissance sont en effet
essentiels pour la régulation des événements cdlulaires impliqués dans la formation du tissu de
granulation et de la cicatrisation et depuis plus de 100 ans, il et reconnu que | inflammation et/ou
le processus de cicatrisation sont des promoteurs du développement tumord.

De plus, il et reconnu que ce sont surtout les vaccins anti-rabiques et anti-FelV avec adjuvants et
sans adjuvants qui sont incriminés dans |'apparition des SV1329324648 | e protéines virdes
contenues dans les vaccins pourraient probablement moduler certains facteurs de croissance et
cytokines qui contribueraient au développement tumora*®. Bien que les SV ne semblent pas liés de
fagon certaine au virus de la leucose féline (FELV) ou au virus de I'immunodéficience féline
(FIV), un lien éventue entre un rétrovirus félin incomplet et les SV ne peut ére écarté. De plus, de
nombreux oncogénes provoquent le cancer en codant pour des facteurs de croissance et en causant
la surexpression de ces derniers ou de leurs récepteurs (v-Sis code pour Platelet-derived growth
factor (PDGF); v-erb code pour I' Epiderma growth factor receptor (EGFR)). Des éudes
prdiminaires impliquant une identification immunohisochimique et la locdisation de facteurs de
croissance et de leurs récepteurs dans les |ésions sarcomateuses vaccinaes ont montré que les SV
avaient une réaction podtive faible a forte pour le PDGF et son récepteur aors que les sarcomes
non vaccinaux éaient négatifs®2. Curieusement, les lymphocytes dans les SV éaient positifs pour
PDGF et les lymphocytes dans les SNV et les noauds lymphatiques normaux ou les follicules
lymphoides (plagues de Peyer) é&aent négatifs dors que les macrophages éaent pogtifs. Les
cdlules néoplasiques proches de ces lymphocytes éaient fortement marquées pour le récepteur du
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PDGF. Ces observations laisseraient penser que les lymphocytes des SV sécrétent PDGF pour
recruter des macrophages et causer la prolifération meésenchymateuse.

De méme, |'expression de cjun a éé examinée. |l sagit d'un proto-oncogene qui code pour une
protéine transcriptionnelle AP-1 qui a un réle dans la prolifération cdlulaire et |'oncogénése in
vitro. Un homologue de cjun, comme vjun, a été reconnu étre oncogene dans les modées de
sarcomes post-traumatiques aviaires e murins. Les SV semblent fortement pogtifs pour c-jun
aors que les SNV ne le sont pas. Donc, en plus d une augmentation de la stimulation de facteur de
croissance par les lymphocytes, les SV surexprimeraient I’ oncogéne c-jun *2.

A I'heure actuelle, il semblerait que le FeSV n'ait pas de réle sdon les données de deux éudes
éidémiologiques et d’'une andyse immunohistocimique et PCR?! dans lesquelles le FeLV n'est
pas détecté dans les sarcomes vaccinaux. Cependant, des études épidémiologiques ont montré que
I"adminidration de vaccins anti-rabiques est associée a un risque plus faible de formation de SV
que ne I'est I"adminidration de veccins anti-FeLV. Peut ére qu'en plus de la présence d'un
processus inflanmatoire, une dimulation antigénique  Spécifique  renforce le  processus
carcinogene. Certaines tumeurs qui e développent aux dStes dinfedtation paradstaires chez
I'Homme et les animaux sont liées a une simulation antigénique parasite-spécifique associée a un
processus inflammatoire®’#8. Dans ce cas, on peut penser que des antigénes du FelV présents dans
les vaccins sont cgpables d'induire des cytokines ou des facteurs de croissance favorables a une
croissance tumorae. La pathogénie des SV est donc complexe et bien que des efforts dans la
recherche de cause a effet de la réaction inflammeatoire soient menés, on ne peut pas écarter non
plus une susceptibilité individue le de chague chat a produire une transformeation maligne.

Il est a remarquer que d autres tumeurs n'gppartenant pas au CFF, mais plus globaement aux

sarcomes des tissus mous, sont susceptibles de se développer sur des sites vaccinaux.
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2. EPIDEMIOLOGIE

2.1. Fréquence globale de chaque type tumoral:

Sdon la mgorité des auteurs, les tumeurs les plus fréquentes chez le chat concernent les organes
hématolymphopoiétiques avec des vaeurs de 22 a 42.8%. Ensuite la peau et le tissu conjonctif
sont les organes les plus touchés. Sur I’ensemble des tumeurs de la peau et du tissu sous-cutané, la
plupat des éudes Saccordent sur le fat que quare types de tumeurs seulement sont
quantitetivement mgoritaires:  I'épithdioma  basocdlulaire, le carcinome épidermoide, le
mastocytome et le fibrosarcome. IIs représentent a eux seuls 60 a 77% des tumeurs cutanées et
SoUS-cutanées.

La fréguence des FS, toutes catégories confondues (cutanés et non cutanés), représenterait 2 a 12%
des tumeurs félines avec une moyenne ce 4.5%. Elle se situerait dans une fourchette de 10 a 43%
des tumeurs de la peau e du tissu conjonctif sous-cutané, avec une moyenne sur I’ensemble des
éudes de 20 & 25%. On estime leur incidence annuelle de 10 & 20 pour 100000 chats.

En ce qui concerne plus particulierement les FSV, leur prévalence varie de /1000 a 1/10000 chats
vaccings™>4’ et leur fréquence, estimée & 4%, est en pleine expansion depuis la fin des années 80
aorsque celle des FSNV reste dationnaire.

Les FS viro-induits (multicentriques) seraient beaucoup plus rares que les formes solitaires (40 fois
moins fréquents) et ne représentent ains que 2% des FS chez le chat.

Le FHM est une tumeur beaucoup plus rare que la précédente, sa fréquence serait de 2.6 %. Aucun

chiffre n"est donné pour laFN et les sarcomes indifférenciés, qui restent rares'?.

2.2. Influence del’age:

Excepté les FS viro-induits®?, que I'on observe chez les jeunes chats, la fréquence des FS
augmente nettement apres 1'&ge de 7 ans et la plupart des cas apparaissent entre 8 et 12 ans avec
un &ge moyen de 11 ans. On ne les rencontre qu’ occasionnelement chez les jeunes chats non
infectés par le FeSV (6%). Les FSV apparaissent également préférentiellement chez les chats &gés
mais les individus seraient sensblement plus jeunes, ¢'est a dire qu'ils auraient un &ge moyen de 8
ans.

Les FHM gpparaissent chez les individus d' &ge moyen ou chez les vieux chats, avec une moyenne
Stuée a 9 ans. Concernant la FN, on ne connait pas de prédisposition d é&ge. Les autres types

tumoraux se trouvent majoritairement chez le chat agé*2.
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2.3. Influence du sexe:

Différentes &udes ne reconnaissent aucune différence de fréquence entre mée et femdle, e cda,

quel que soit le type histologique ou |e groupe éiologique (SV ou SNV) de latumeur.

2.4. Influencedelarace:

[I ne semble exigter aucune prédisposition recide.
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3. ASPECTSCLINIQUES

3.1. Caractéristiques macr oscopiques:

Les caractérigtiques macroscopiques des ces sarcomes sont assez Smilaires : ils apparaissent
générdement sous forme d'un nodule unique, uni a plurilobulaire (exception fate des FS viro-
induits qui sont multicentriques), de consstance genérdement homogéne, de couleur blanc-
grisitre. Ces mases charnues sont molles et dagtiques a dures. Leur taille varidble peut dler de
lcm a plus de 20 cm et lorsque les tumeurs sont de taille importante, on note des plages brun-
rougedtres, de nature hémorragique, et/ou des plages jaunétres, de nature nécrotique, e méme
pafois, une organisation kystique. Du fat du caractére infiltrant, les limites tissu sain-tissu
tumord ne sont pas nettes. Les tumeurs sont souvent ma déimitées mais on peut souvent
distinguer la présence d'une pseudo-capsaule fibreuse, issue de la stroma-réaction. La croissance
invasve de ces sarcomes explique la difficulté de leur résection chirurgicale totae. Les sarcomes
vaccinaux seraient plus gros et plus agressifs que les autres™.

En ce qui concerne la FN, qui n'est pas un processus néoplasique, mais inflammatoire, c'est le
caractere tres extendgf et infiltrant de sa croissance qui permet de la classer dans les |ésions pseudo-

tumoraes, ans que son haut potentiel de récidive locae.

3.2. Localisation:

Pour les FSNIV, rares sont les auteurs qui ne désignent aucun site de prédilection. On retrouve aing
magjoritairement les régions suivantes

-latéte e plus particulierement I’ orellle,

-le membre, hors du ste de vaccination (région fémorae), et particuliérement le doigt,

-le tronc, hors des sites de vaccination (flanc et thorax dorso-latéra exclus).

Pour les FSV, les régions les plus fréguemment impliquées sont les stes dinjection vaccinaux
c'est a dire, les régions cervicale dorsae, interscapulaire, dorso-lombaire, fémorae et cdles du
flanc et du thorax dorso-latéral*® 32,

Les FS viro-induits ne semblent avoir aucun dSte de prédilection bien que certaines éudes
affirment qu'ils se développeraient mgoritairement sur les membres et le tronc.

Les FHM auraent des localisations semblables aux FS e les FN s développeraient
principalement sur latéte et plus particulierement laface.



3.3. Evolution:

L’évolution n'est pas la méme suivant le type &iologique du sarcome. En effet, les FS viro-induits
ont en générd dga métastase au moment de leur diagnostic. En ce qui concerne les srcomes
solitaires, la période de latence entre |'injection et | apparition d’'un SV et trés variable et pourrait
varier de trois mois a trois ans™. La vitesse de croissance, dlle, est auss trés variable bien que les
SV soient caractérisés par une croissance rapide et agressive associée a de | ulcération et de la
nécrose et possédent en général un caractére plus anaplasique que les SNV34°,

Ces tumeurs possedent, toutes, une grande aptitude a récidiver aprés leur ablation chirurgicale,
méme trés large. Le temps nécessaire a la récidive est tres variable, de 3 semaines a trois ans, mais
la plupat du temps dans un intervale de 1 an suivant I'exérese. Les SV auraent le taux de
récidive le plus devé ?°. La récidive est générdement locale, c'est & dire qu'dle se produit sur
I’emplacement de I’ ancienne tumeur ou ses marges. Aucun cas de récidive a distance n'a éeé noté
lors de la premiéere exérése, ou dors, dle s accompagnait de récidive locde. Les cdlules tumordes
des tumeurs récidivantes prennent un caractere chaque fois de plus en plus anagplasique, donc tres
agressif. 1l semblerait égdement qu'au bout de plusieurs récidives, le dda soit de plus en plus
court et que d autres lieux ou organes soient atteints. |l y a dors méastases. Des excisions répétées
et pluseurs récidives favoriseraient la sdection d une population agressive de cdlules tumordes
qui auraient aors une capacité accrue & I'invasion e & méastaser®®. Le potentidl métastatique de
ces types tumoraux reste en généra faible (8 a 9%) excepté celui des SV qui peut atteindre des
vaeurs auss éevées que 24 % selon des rapports récents. Les métastases les plus communes se
développent dans les poumons mais les noauds lymphatiques régionaux et la peau sont auss
affectés 29,35,45.

Les méadtases, lorsgu’ dles existent, sont disséminées plus fréquemment par voie
hématogeéne avec envahissement pulmonaire maisla voie lymphatique reste possible, les

métastases se locdisant, aors, dans les noauds lymphatiques loco-régionaux.
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4. HISTOLOGIE

Il Sagit, en tout premier lieu, de disinguer un processus tumora d' un processus non tumord : la
différence doit ére faite entre la FN, de nature inflammatoire et dont le comportement biologique
est analogue au processus pseudo-néoplasque et les sarcomes, en sachant que la premiere peut étre
considérée comme un éat précancéreux des seconds chez les chats. Le diagnogtic  histologique de
ces sacomes et ensuite fondamental puisqu’il doit normaement permettre d éablir leur
cassficaion a partir de la reconnaissance de la cdlule origingle & donc, leur histogénése
associée a un pronogtic. Pourtant, il Savére que la distinction des divers sarcomes est loin d' étre
asée, d autant plus que certains d entre eux comme le FHM sont sujets a controverse concernant
leur higogénése, et doivent ére redéfinis Le diagnogtic différentid de ces tumeurs demande
I'association de nombreux criteres histologiques morphologiques e de malignité pour les
différencier. Les principdes caractéristigues morphologiques de chaque type tumora sont
regroupées dans le Tableau 5. 1l faut cependant remarquer que, au sein du groupe des FS, les FS
viro-induits apparaissent, générd moins bien différenciés que les FS solitaires et contiennent
égdement moins de collagéne et de fibres de réticuline. Leur composition cdlulare est souvent
trés pléomorphes. En ce qui concerne les FSV, ils seraient caractériser par un index mitotique plus
élevé et un pléomorphisme celulaire plus prononcé par rapport aux FSNV. Les ares de nécrose

seraient auss plus fréquentes'?.



5. PREVENTION

La prévention des sarcomes cutanés féins concernent surtout les SV (car cdles des FS viro-induits
passent par celle de I'infection par le virus FeLV) et les recommandations gpparaissent plutét
controversées. Pour ces derniéresil s agit de:

- l'utilisation de vaccins sans adjuvants ou, tout du moins, la non-utilisation d adjuvants a

base d duminium,

- lechangement régulier de Ste de vaccination,

- laréduction del utilisation de vaccins polyvaents,

- éviter lasurvaccindion.
En effet, 9 l'inflammation et consdérée comme un antécédent nécessaire au déclenchement
d'une cascade d'événements qui meénent findement au développement d'un sarcome, il parait
logique de prendre des mesures pour réduire I inflammation post-vaccinde. Les adjuvants a base
d auminium sont, en effet, les plus susceptibles d'induire une réponse inflanmatoire. Cependant,
des vaccins ne contenant pas d auminium ont auss éé reliés a | apparition de tumeurs et semblent
donc auss peu Sécuritaires. Les sites de vaccination ont auss changé et la VAFSTF (Vaccine-
Associated Fdine Sarcoma Task Force) préconise de ne plus utiliser les Stes interscgpulaires, qui
se révelent étre gpparemment les plus réactionnels. Par exemple, le vaccin anti-rabique devrait ére
adminigré dans la portion disae du membre postérieur droit, le vaccin contre la leucose féine
dans la portion distale du membre postérieur gauche et le reste des vaccins dans la région des
épaulles”.
Quant aux choix de vaccins monovaents ou polyvaents, la controverse est toujours présente.
Certains démontrent une différence significative dans I'utilisstion de vaccins polyvaents™® dors
que d autres ne trouvent pas d association entre les Sites tumoraux vaccinaux et non vaccinalx en
fonction du nombre de vaccinations effectuées smultanément®. Bien que I'ambigiité persiste, il
et préférable dadminigtrer pluseurs vaccins a des endroits différents e de ne pas utiliser de
vaccins polyvaents.
Il semble quauss bien les adminidrations vaccindes intramusculaires (IM) que Sous-cutanées
(SC) réaultent en une inflammation locae et en I'induction de tumeurs. Les injections SC sont
cependant recommandees car eles ont le mérite d assurer une détection précoce de ces grosseurs,

un tel diagnogtic précoce amenant un taux de guérison gores traitement chirurgica plus haut.

" Association créée en Novembre 1996 par I"”AVMA (American Veterinary Medical Association) et "’AAHA
(American Animal Hospital Association).
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Mais Sil y avat a choigr, la plus importante de ces recommandations serait surtout de ne pas
survecciner. Il a é&é clarement prouvé gue le risque de tumeurs vaccindes saccroit avec le
nombre de vaccins administrés™. 11 est aussi reporté que la durée de I'immunité de beaucoup de
vaccins disponibles sur le marché pour les chats est supérieure a 1 an et que des programmes
triannuels devraient ére inditués pour la plupart des vaccins contenant des agents infectieux
(excepté pour le vaccin anti-rabique, pour des problémes dordre Iégidatif)’:. De plus, la
vaccination devrait ére pratiquée de facon raisonnée et par exemple le vaccin contre la leucose
féine devrait &tre limité aux chats susceptibles de sortir dehors seulement.
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6. TRAITEMENT

Savoir comment agir avec des grosseurs qui gpparaissent gpreés une vaccination est important.
Quelques vaccins anti-rabiques et anti-FeLV sont associés a 100% de grosseurs post-vaccindes
mais heureusement la plupart d’entre eles disparaissent en 2 a 3 mois. De plus, peu de SV s
développent en moins de 3 moais. Il et donc recommandé que toute grosseur détectée trois mois
aprés une vaccination soit biopsiée e s jugée maigne, excisée chirurgicaement.

Quant au choix de la démarche théragpeutique concernant les tumeurs du CFF, il n'est pas smple;
ca, s la chirurgie, la plus précoce et la plus large possible, reste le traitement cytoréducteur
incontournable, dle n'est maheureusement pas suffisante dans la grande mgorité des cas pour ére
curdive a dle seule et éviter les récidives. Les tentatives d'excision de ces tumeurs sont en effet
rarement curatives e menent a des récidives locaes et a une seconde excison chirurgicae plus
difficile. Méme les chirurgies les plus agressives sont souvent incompletes et résultent en un taux
déchec de 30 a 70%. Cependant, les chats traitées avec des excisions radicales (amputation,
hemipevectomie, scapulectomie partielle e exéése des processus épineux dorsaux) ont des
intervales de récidives beaucoup plus longs que les chats subissant une exérése marginde (<3cm
de large autour de la tumeur)®. C'est pour cela quiil est fortement conseillé de I’ associer tout de
suite & un traitement adjuvant. Un grand nombre d'agents chimiothérapeutiques (carboplagtine,
doxorubicine, mitoxanthrone, cyclophosphamide et vincrising) ont éé utilisés mais la réponse et
le plus sowent patidle®. Actudlement le plus efficace e le moins dangereux serait la
curiethérapie interditidle a I'aide de fils d'Iridium-192; la radiothérapie au cobalt reste de regle
comme tratement pdliatif pour des tumeurs de gros volume dont la résection compléte est
impossible.

Enfin, d'autres méhodes, comme I'immuncthérapie, |'hyperthermie e surtout, actuellement,
I'injection locde intrdésionnelle de composés cytotoxiques/antimitotiques, demandent de plus
amples investigations concernant leur mode d action et leur rédlle efficacité chez le chat.



7. PRONOSTIC

Sur le plan histopathologique, |e pronostic prend en compte :

la nature higtologique de la tumeur: dle renseigne sur I'gptitude a récidiver et/ou a
métastaser; par exemple, la FN ne métastase jamais mais récidive presgue toujours; d autre
pat le potentid méagtatigue d'un FS et inversement proportionnd a son degré de
différenciation.

les parameétres caractérigtiques de la mdignité tumorade (index mitotique devé (nombre de
mitoses pour 10 champs a I'objectif 40), mitoses atypiques, aypies nucléaires et
nucléolares nombreuses, forte densté cdlulare, anisocytose, nécrose tumorde
importante). Aing I'importance du pléomorphisme cdlulaire et un degré d angplase devé
dtérent le pronogtic.

Pour les FS, Bostock et Dye utilisent, pour leur grading, la locdisation anatomique et 1'index

mitotique :

pour une tumeur localisée sur les flancs ou les oréllles, le temps de survie sans récidive est
de 3 ans et plus.
pour les autres locdisations (membres, téte et dos), ils définissent deux grades sdon
I'index mitotique :
» Grade |: IM de 0 a 5 Le temps de survie et de 128 semaines, le taux de récidive de
63%.
» Grade ll: IM de 6 € plus. Le temps moyen de survie et de 16 semaines, le taux de

récidive de 75%.

Sinon, en |’ absence de tout traitement, la survie moyenne d' un chat atteint de FS est Située sur

une échdle de 4 mois a2 ans™®.
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Conclusion partielle: Le CFF occupe une place importante parmi les tumeurs félines de la peau et
du tissu conjonctif sous-cutané et le représentant mgjoritaire de ce groupe est le FS. Tous sexes,
tous &ges et toutes races de chat sont atteints. Ces sarcomes peuvent présenter de nombreuses
vaiaions histologiques et rendent aing leur diagnogtic dlicat. Leur forte agressivité locde et leur
haut potentiel de récidive rendent leur traitement difficile. Il en découle un colt parfois tres devé
des traitements engagés par les propriétaires fdins. Aing |'éhique de la professon véérinaire & la
facon dont le probleme et traité sont I’ intérét de beaucoup, y compris des médias (Annexe 1).

Ayant indtituée la vaccingion contre la rage, mdadie |1&ae pour le chat e |'é&re humain, on se
retrouve devant le besoin d'indemniser les propriétaires dont les dépenses associées aux
traitements des SV deviennent insurmontables. Peut étrre est-il temps pour la professon vétérinaire
de considérer la mise en place d'une action similaire a cdlle établie en 1986 pour les éres humains
dteints par des vaccins mandaés comme la  diphtériglpertussigitetanus et
rougeole/oreillons/rubéole.

De plus, un contréle légidatif plus soutenu serait requis pour I &iquetage des vaccins vétérinaires
as0Ciés a ces sarcomes. Car actuellement, un vaccin rabique dont la durée de I'immunité est de 3
ans, est éiqueté pour 1 an, et aujourd hui encore, une revaccination annuelle pour le FeLV est
recommandée sans aucune évidence de la durée de I'immunité. Bien que, actudlement, on s
concentre sur | effet négatif de la vaccination, 1 faut tout de méme sgnaer que les avantages de la
vaccinaion sont de loin plus importants pour nos patients fdins devant le fable risque de
développer un sarcome au Site d'injection.

Cependant les SV devraient probablement ére renommeés «sarcome de dites d'injection» car ces
tumeurs auraient auss éaent reliées a |'adminigration de vaccins autres que anti-rabiques et anti-
FelV*® mais auss & celle de prodits autres que des vaccins (dexamethasone et amoxicillin)*°.

Dans | attente de telles mesures et dans le but d obtenir de meilleurs pronostics, une digtinction
précise entre ces différents SCF, a la fois tres polymorphes et tres proches les uns des autres d' un

point de vue histopathologique, S impose.
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MISE AU POINT D' UN PANEL DE MARQUEURSDE
DIFFERENCIATION SUR COUPES EN PARAFFINE

POUR L IMMUNOPHENOTYPAGE DES TUMEURS DU
CFF
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1. MATERIELSET METHODES

1.1. Animaux et nature des préévements:

Trente-cing sarcomes a cdlules fusformes (SCF) fdins ont é&é sdectionnés a partir de
préévements provenant de deux laboratoires d’ Anatomie pathologique vétérinaire: le LAPVSO'
e le service d Anaiomie pathologique de 'ENVT ~ e ont &é numérotés de 1 & 35. lIs
correspondent aux plus récents diagnogtics de SCF éablis dans chacun des laboratoires. Les
échantillons proviennent de chats européens &gés de 4 a 17 ans. L’incidence maximae des
tumeurs, dans le lot expérimentd, concerne des animaux entre 7 et 15 ans (Tableau 1). Vingt et un
des trente cing chats éaent des femdles (dont huit ovariectomisées) et sur les quatorze maes, dix
sont cadtrés (Tableau 2). La locdisation anatomique des tumeurs retenues est \ariable. La région
interscapulaire est, dans notre lot, la plus concernée (15 cas) e la téte (4 cas), le flanc (4 cas), le
thorax (5 cas), les membres (6 cas) et la queue (1 cas) sont des régions moins représentées
(Tableau 3).

Des préévements, de peau saine (2 biopses cutanées), d encéphde sain (1 prédéevement), et de
noauds lymphatiques réactionnels (deux préévements) ont auss éé sdectionnés pour caractériser

et contrbler la spécificité des anticorps utilisés.

*
LAPVSO : Laboratoire d’ Anatomie pathol ogique Vétérinaire du Sud-Ouest, 129 route de Blagnac, 31201 Toulouse Cedex 2.

*

*
ENVT: Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, Département d’ Anatomie pathologique, 23 chemin des Capelles, 31076 Toulouse cedex.
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-Tableau 1- Effectif et répartition des 35 tumeurs salon I’ &ge

Age

Effectif

FS

SC FHM LE

FN

3 ans

1

5 ans

6 ans

7 ans

8 ans

9 ans

10 ans

11 ans

12 ans

13 ans

14 ans

15 ans

N Rl W] 2l R R v RN

16 ans

17 ans

indéterminés

Rl ] ol AN R R ] o o] M ] ] -

Total

w
(31

17

FS: Fibrosarcome

SC: Schwannome

FHM : Fibrohistiocytome mdin
LE : L&é&omyosarcome

FN : Fasciite nodulaire

IN : Ind&erminés

-Tableau 2- Effectif sdon le sexe et la castration

) ) Effectif
Sexe Castration Effectif
total
Castré 10
Male 14
Non castré 4
Castrée 9
Femelle 21
Non castrée 12
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-Tableau 3 - Effectif selon latopographie dinique

Localisation
Téte* Membres Inters. | Thorax** | Flanc*** Queue
Tumeur
SC 2 3 1
FN 3
FS 1 9 3 1
FHM 1 1
LE 2
IN 1 3
Total: 35 4 6 15 5 1

Inters. : Interscapulaire
*Téte : orellle, menton, bouche,

**Thorax : thorax, creux axillaire,

***Hanc : flanc, ane.

-Tableau 4 - Source, type et dilution des anticorps utilisés dans I’ andyse
immunohistochimigue des SCF fdins

Anticorps / Isotype IgG1 Code
Type Dilution | Code Clone Source dans le
kappa texte
Neurone specifiqgue enolase Monoclonal souris 1:50 M 0873 | BBS/NC/NVI-H14 DAKO, France NSE
Actine musculaire (a et g) Monoclonal souris 1:25 M 0635 HHF35 DAKO, France HHF35
Antigéne Myeloide/histiocyte Monoclonal souris 1:100 M 0747 MAC 387 DAKO, France | MAC 387
Antigene des cellules B Monoclonal souris 1:50 M 7051 HM 57 DAKO, France | CD79acg
Protéine S100 Polyclonal lapin 1:200 Z 0311 DAKO, France S100
Protéine Neurofilament Monoclonal souris 1:100 M 0762 2F11 DAKO, France NF
Protéine fibrillaire acide Monoclonal souris 1:25 M 0761 6F2 DAKO, France GFAP

gliale




1.2. Anticorps.

Les anticorps, destinés a marquer spécifiquement des lignées cdlulaires, ont éé sdectionnés a

st /3351636497277 o selon leur aptitude & reconnditre des

partir des données bibliographiqu
épitopes sur des préévements de tissus humains et animaux (chet).

Différents anticorps ort aing éé retenus :

- un anticorps monoclond dirigé contre une actine (HHF35), comme marqueur des cdlules
musculaires lisses,

- un atcorps monoclond dirigé contre un antigene Spécifique de la lignée
myé oide’histiocyte (MAC387) comme marqueur de lalignée myéo-monocytaire,

- un antticorps monoclond dirigé contre la neurone-spécifique enolase (NSE) et un anticorps
monoclond dirigé contre les neurofilaments (NF) phosphorylés de faible poids moléculaire
comme marqueurs du type neurond,

- un anticorps polyclona dirigé contre la protéine S100 (S100) comme marqueur des
cdlulesissues du feuillet embryonnaire neurd,

- un anticorps monoclond dirigé contre la protéine fibrillare glide acide (GFAP) comme
marqueur des cellules astroglides,

- un antticorps monoclord dirigé contre le CD79%cg (marqueur de la lignée B-
lymphocytaire) a égdement é&é utilise pour caractériser la spécificité des marquages
obtenus.

Le Tableau 4 indique les especes sur lesquelles ces anticorps ont éé produits, ans que leur
provenance, leur isotype (anticorps monoclonaux) et les dilutions auxqueles ils ont éé testés. Les
Annexes 4 a 10 déaillent les caractéristiques de marquage de chague anticorps. L’ensemble des
anticorps choiss est réputé pour ére dirigé contre des antigénes résgtant bien a la fixation au
formal.



1.3. Traitement des prélevements:

1.3.1. Fixation, incluson en paraffine et coupe

Les prédévements ont éé fixés dans du formol a 10%, tamponné a la neutrdité, pendant 24 heures
ou plus et inclus en paraffine.

Des coupes s&riées de 2 micromeétres dépaisseur de chague tumeur sont rédisées a l'aide d'un
microtome et gores récupération en milieu liquide (ban-marie a 40°C) éaées sur des lames
slanées, traitées éectrostatiquement (Superfrost Plus, CML, Nemours, France), puis séchées a
I’ é&uve & 56°C pendant 12 heures.

1.3.2. Coloration al’Hémaun-Eosne:

Pour chaque préévement, une des coupes a éé colorée a I’'Hémaun-Eodne &in d éablir le type
histologique exact de latumeur sur les critéres histologiques standards.

Les lames sont prédablement déparaffinées dans du toluéne (1 bain de 5 minutes), puis
réhydratées dans des bains successifs d’ éhanol de concentration décroissante (1 bain de 5 minutes
dans de I’éhanol absolu puis 1 bain de 5 minutes dans de I’ éhanol a 95°), avant d étre passées 5
minutes a I'eau courante. Elles sont ensuite plongées 12 secondes dans une solution d Eosine-
Erythrosine (Merck, France) aqueuse a 1%, rincées et placées 20 secondes dans une solution
d Hémalun de Mayer (Merck, France).

Puis les lames sont rincées a I'eau courante pendant 5 minutes, déshydratées par des bains
successifs d' éhanol de concentration croissante, puis placées dans du toluéne. Des lamelles sont
placées sur les lames dans un baume synthétique (Micromount mounting medium ; Labonord,

France).

1.3.3. Etude immunochisochimique:

1.3.3.1. Eapes précédant latechnique immunohistochimique:

- Dépadfinage : les lames sont déparaffinées dans quatre bains successifs de toluene (4 fois
5 minutes) puis réhydratées dans deux bains successifs d acétone (2 fois 5 minutes) et dans

del’ eau courante.

- Essis prdiminaires: dans le but d'obtenir le meilleur marquage competible avec une

détérioration minimale des tissus, les procédures immunohisochimiques ont éé éablies



apres des essais préiminaires. Nous avons fait varier pluseurs parametres (puissance du

four & micro-ondes, temps de passage au four a micro-ondes, quantité de tampon a utiliser,

épaisseur des coupes, dilution optimae de chague anticorps) en marquant des tissus

normaux et néoplasiques de chat. La technique décrite ici et cdlle gréce a laguelle nous

avons obtenu le meilleur marquage. Les variations concernant ces divers parameétres sont

décrites dans la partie «Discussion.

Démasquage antigénique : afin de restaurer I'antigénicité de certains des épitopes, nous

avons utilisé des techniques de démasquiage antigénique classiques:

o

Trypsnisgtion: une protéolyse ménagée et rédisee, pour les sections tissulaires
destinées au marquage de la proténe S100 et de I’antigene MAC387. Les lames
sont plongées dans une solution de PBS (Tampon phosphate sdin, PBS 1X;
1/10°™)  (Annexe 2) contenant 0.1% de trypsine 200 U/g (réf. 1.08367.1000
Merck ; France) pendant 30 minutes a 37°C.

Utilisetion du four a micro-ondes: les sections tissulaires destinées au marquage

par les aticorps dirigés contre les antigénes NSE, NF, GFAP, CD79a cg ont été
chauffées, placées dans deux bacs en plagtique remplis de 250 ml de tampon citrate
10mM a pH 6 (Annexe 2). Le four a micro-ondes est utilise a une puissance de
700W pendant 20 minutes. Un premier passage de 10 minutes est effectué et le
liquide de ces bacs sévaporant, 50 ml de tampon par bac sont goutés pour
effectuer un second passage de 5 minutes; une derniere addition de 25 ml de
tampon par bac est rédisée avant I’ ultime passage de 5 minutes. Puis les lames sont
refroidies pendant 30 minutes a température ambiante.

Cerclage des coupes au stylo DakoPen (Dako SA, Trappes, France).



1.3.3.2. Réaction immunohisochimique:

L’ immunomarquage est rédisé par une technique streptavidine-biotine peroxydase standard.

- Inhibition de la peroxydase endogene: I'activité peroxydase endogene et inhibée par

incubation des coupes dans une solution de méthanol a 1% de peroxyde d’ hydrogéne (30
Volumes) pendant 30 minutes. Ce méange a &€ préparé au moment de I’ utilisation.

- Equilibration de I'osmolaité dans du Tampon Phosphate Salin (PBS) dilué au 1/10°™ avec
0.2 gramme de lait écrémé en poudre a dilution ingtantanée avec deux gouttes de Tween 20
par litre (réf. P7949, Sigma-Aldrich, St Quentin Falavier, France).

- Blocage de la fixaion non spécifiqgue des aticorps: s&'um normd de chévre dilué au
1/5%™ dans du PBS dilué au 1/10°™ pendant 20 minutes.

- Anticorps primaires. les anticorps primaires sont gppliqués aux dilutions indiquées dans le

Tableau 4, pendant 1 heure. 1l faut compter environ 300 microlitres d’ anticorps dilué par

coupe ; ensuite on effectue quatre rincages de 5 minutes avec du PBS.

- Anticorps secondaire de chévre anti-souriganti-lapin biotynilé (réf. KO492, Dako, France)
dilué au 1/100°™ dans du PBS & 1% de SAB (S&um Albumine Bovine, A-3299, Sigma-
Aldrich, France), il et gppliqué pendant 30 minutes. Puis on ringe trois fois 5 minutes
dans du PBS.

- Application du complexe dreptavidine-biotine-peroxydase (réf.K0492 ; Dako, France)
dilué au 1/200°™ dans du PBS abuminé pendant 30 minutes. Puis on ringe trois fois 5
minutes dans du PBS.

- Révéation de I'activité peroxydase par application du chromogene 3,3 -diaminobenzidine
tétrahydrochloride pendant 15 a 20 minutes (réf.M-4293, Sigma-Aldrich, France). Puis on

ringe a I’eau courante. Ce chromogéne est oxydé par la peroxydase et donne un preécipité

brun insoluble dans |’ eau et les solvants organiques.
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- Contrecoloration avec I'Hématoxiline de Harris (1.09253.0500, Merck, France), pendant

15 secondes. Les noyaux bleuissent a I'eau courante pendant 5 minutes, puis
déshydratation.

- Montage avec lamdles dans un baume synthéique (Micromount mounting medium;
Labonord, France).

Toutes les incubations sont effectuées a température ambiante.

1.3.3.3. ContrOles

» Controles pogtifs:
Les contréles positifs pour |’ anticorps anti-HHF35 sont effectués sur des biopsies cutanées de

chats (muscles arrecteurs du poil, cdlules myoépithdlides des glandes sudoripares apocrines,
péricytes). Pour les anticorps anti-MAC387 et anti-CD79acg, sont utilisées des coupes de
noauds lymphatiques réectionnds (histiocytes actives). Pour les anticorps anti-NSE, S100,
GFAP, NF, il s agit de sections de peau (nerfs cutanés) et d’ encéphale de chat.

» Controles négdifs:

Dans le but de démontrer S le marquage positif observé et spécifique, différents controles
sont réalisés pour chague prélévement :

- I'unen omettant |’ anticorps primaire,

- I"autre en remplacant I anticorps primaire par :

0 pour les anticorps monoclonaux, un anticorps monoclona de méme isotype (Ig G1
Kappa) mais dirigé contre un antigéne théoriquement non présent dans les tissus
tumoraux étudiés (CD79a cg),

0 pour |I"anticorps polyclond (S100), du sérum normd de lapin.



1.3.34. Lecture et interprétation des lames;

La lecture des échantillons colorés a I'Hémadun-Eosine, en vue de la dasdficaion higologique, a
été effectuée par deux pathologistes.

Les 35 tumeurs sdectionnées ont éé classtes sur les criteres morphologiques classquement
utilisés dans |a littérature?>2°:28:33.42,53,54.59.60.61.63.65  ceg ritéres histol ogiques, pour chague groupe
tumoral, sont présentés dans un tableau (Tableau 5). De méme, nous NOUS SOMMeES restreints aux
criteres histologiques les plus communément décrits. Nous n'avons pas pris en compte les
«ariants» (sous-types) de chaque type tumoral.

Les criteres histologiques généraux de malignité ont éeé appliqués aux 35 tumeurs de cette &ude
(croissance infiltrante, dendté celulare souvent importante, anisocaryose, anisocytose, index
mitotique souvent augmenté & figures mitotiques atypiques, nombre augmenté de polycaryons,
remaniements necrotico-hémorragiques).

A partir deslames traitées par immunohistochimie ont &é notés:

- I'exigence e la gpécificité du marquage aing que I’ intensité du dépdt chromogeénique
(absent, faible ou marqué) : les cellules tumorales cons dérées positives sont celles qui

montrent un marquage cytoplasmique discrétement granuleux brun fonce,

la digtribution cellulaire du marquage (cytoplasmique et/ou nucléaire),

la proportion de cdlules tumoraes marquées (estimation sami-quantitative) :
Marquage+ =<10% cellules postives

Marquage ++ =>10% mais <50% cellules positives

Marquage +++ =>50% cdlules postives mais < 90% cellules positives

YV V V VYV

Marquage ++++=>90% cellules positives.

- I’homogénété ou I hétérogénéité de distribution du marquage au sein de latumeur.
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-Tableau 5 - Critéres histologiques pour la cassfication des sarcomes a cdlules fusformes du

chat

TYPE HISTOLOGIQUE

DESCRIPTION

Tous sarcomes
cutanés
du chat #*®

Faisceaux de cellules fusiformes associées a un nombre variable de cellules
polygonales pléomorphiques ou histiocytoides avec des atypies légéres a marquées
(anisocytose, anisocaryose et index mitotique éleve).

Fibrosarcome?®

Longs faisceaux de cellules fusiformes enchevétrés,

Organisation “ en chevron ” ou en “ aréte de poisson ”, tres caractéristique, rare,
Stroma collagénique, quantité variable,

Cellules géantes multinucléées , en nombre variable,

Foyers hémorragiques, nécrotiques, oedémateux, myxomateux et cartilagineux ou foyers
de métaplasie osseuse, non systématiques.

Fibrohistiocytome
malin 3,4,20,23,24,53

Cellules polygonales mononucléaires pléomorphiques a cytoplasme acidophile et
d'aspect spumeux de taille variable et au noyau d’allure vésiculeuse (cellules histiocyte-
like),

Cellules fusiformes pléomorphiques, a cytoplasme acidophile et rubanné, et au noyau
volumineux et nucléé (cellules fibroblaste-like),

Organisation storiforme (“ en vannerie ),

Stroma collagénique, en quantité variable,

Cellules histiocytoides atypiques,

Cellules géantes multinucléées, non systématisées.

Schwannome®

Organisation en faisceaux ondulés, en palissade ou sous forme de " whorls" ou de
manchons de cellules tumorales périvasculaires,

Alternance de zones Antoni A (dense, cellules fusiformes) et de zones Antoni B (lache,
cellules polygonales),

Noyaux ondulés.

Léiomyosarcome®

Longues cellules fusiformes,
Stroma collagéne absent,
Noyaux aux bords emoussés, allongés en “ forme de cigare ".

Fasciite nodulaire
(Réaction
fibroblastique
proliférative)*?

Faisceaux courts de grands fibroblastes polymorphes, fusiformes ou plutét larges et
rebondis,

Formation de figures concentriques autour des vaisseaux,

Activité mitotique fréquente mais sans atypie,

Infiltrats inflammatoires multifocaux a cellules mononucléées (lymphocytes, plasmocytes
et macrophages),

Cellules géantes non systématisées,

Sclérohyalinose centrotumorale non systématisée.




2. RESULTATS

2.1. Diagnostic histologique:

2.1.1. Classfication des SCF en histologie conventionndle:

Tous nos prédévements présentent les caractéritiques classiques des SCF cutanés félins: un
agencement de faisceaux de cellules fusiformes, entrecroisés, associés a des quantités variables de

stroma collagene.

- 17 des prdévements de notre échantillon présentaient une architecture en faiscealx
entrecoupés sous diverses incidences, associés a la présence dun nombre tres variable de
cdlules multinucléées. Ces criteres dructuraux et la morphologie des noyaux de
nombreuses cdlules tumoraes («en navette»), nous ont fait classer ces prdévements en
Fibrosarcomes,

- 5des prdevements présentaient une architecture aternant des territoires de type
Antoni A e Antoni B, avec une digribution pafois périvasculaire, pdissadique ou en
«awhorls». Ces tumeurs ont éé classées en Schwannomes,

- 2 des prdévements ont é&é classés en Fibrohistiocytomes mdins sur des critéres
architecturaux mais surtout sur l'identification d'une forte population ddlure histiocytoide,

- 2 des prédévements ont éé classés comme Léomyosarcomes, sur la base de I'absence de
stroma collagénique dans le tissu tumord et surtout sur la base de la morphologie nucléare
des cdlules fusformes (noyaux «en cigare»),

- 4 des prédévements présentaient des caractéres de Fasciite nodulaire. Cest a dire une
architecture en faisceaux, souvent angiocentriques, avec des cdlules de type fibroblastique
immatures mais sans atypie nucléaire nette,

- enfin 5 prédévements n'ont pu étre classés de fagcon univoque par les critéres histologiques

classques.

Tous ces SCF, excepté les fibromatoses, éaent histologiquement mdins et présentaient une
croissance générdement infiltrante, une densté cdlulare moyenne a devée, des atypies
cytonucléaires nettes et un index mitotique moyen a devé (de 2 a plus de 10 mitoses pour 10
champs al’ objectif 40).
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2.1.2. Corrdations éidémio-lésonndles

Une corrdation entre un type tumord, le fibrosarcome, et la locdisation anatomique Iésonndle,
interscapulaire, a &€ mise en évidence. Les autres criteres épidémio-cliniques (sexe, &ge) ne

semblent pas associés a un type tumora particulier.
2.2. Diagnostic immunohistochimique:
Aucun marquage n'a éé décdé sur les sections tissulaires servant de controle négetif, s ce n'est

I'exigence d'un Iéger bruit de fond sur les sections tissulaires marquées par | anticorps polyclona
S100.

2.2.1. Immunomarquage destissus sans,

Anticorps anti- actine musculaire spéeifique (HHF35)*° (Annexe 4):

Le marquage est cytoplasmique, intense, diffus e homogene. Sur les sections de peau saine, |l
intéresse les cdlules musculaires driées du plan musculare superficid  sous-cutané, les
cdlules musculaires lisses des muscles arecteurs pilarres, les cdlules musculaires lisses
vaculaires, les péricytes des artérioles, veinules et capillaires e les cdlules myoépithdides
des glandes sudoripares gpocrines. Les cdlules vasculaires endothdlides et les fibrocytes de la

matrice dermique sont négetifs.

Anticorps anti- antigéne myé oide / histiocyte (MAC387)116:6¢ (Annexe 5):
Le marquage est cytoplasmique, d intendté modérée, diffus et intéresse une sous-population

de cdlules macrophagiques des sinus cortico-meédullaires des coupes de noauds lymphatiques

réactionnels. Les quelques polynucl éaires neutrophiles présents sont également positifs.

Anticorps anti- neurone-spécifique enolase (NSE)*>* (Annexe 6):

Le marquage est cytoplasmique, intense, diffus et homogene. Sur les coupes de peau, il
intéresse les cdlules de Schwann des nerfs cutanés, les cdlules myoépithdides des glandes
sudoripares gpocrines et les cdlules musculaires lisses des parois vasculaires cutanées.

Les cdlules nerveuses (corps neuronalix et axones), les astrocytes, oligodendrocytes, cdlules
épendymaires de I’ encéphae sont égdement marquées.
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Anticorps polyclond anti-protéine S100 (S100)2%:2441:54%8 (Annexe 7):

Le marquage est cytoplasmique e nucléaire, dintensté modérée, diffus e homogene e |l
intéresse les cdlules de Schwann (préévement cutané), les celules glides (astrocytes et
oligodendrocytes), les neurones et les épendymocytes de I’ encéphale.

Un marquage des méanocytes, des celules de Langerhans, des cdlules myoépithdlides des
glandes sudordes gpocrines (peau) et des celules folliculaires dendritiques et interdigitées
(noauds lymphatiques) est noté.

Anticorps monoclond anti-protéine neurofilament (NF)*'->° (Annexe 8):
Le marquage et cytoplasmique, dintensité modérée, diffus e homogene. Il intéresse les

axones des nerfs cutanés, les péricaryons et axones de I’encéphale et les cdlules de Schwann
du systéme nerveux périphérique (SNP). Tous les corps neuronaux ne sont pas marqués avec la
méme intengté.

Anticorps monoclond anti-protéine glide fibrillaire acide (GFAP)** %2 (Annexe 9) :
Le marquage est cytoplasmique, d'intensté modérée, diffus et homogene. Il intéresse les
adtrocytes, certaines cdlules épendymaires de I’ encéphde et les cdlules de Schwann du SNP.
Aucune positivité n'est observée pour les neurones et |es oligodendrocytes.

Anticorps monodlond anti-lignée B-lymphocytaire (CD79 acg)®® (Annexe 10) :

Le marquage et cytoplasmique, dintensité modérée, diffus et homogéene. Il intérese les

celules delalignée B lymphocytaires.



-Tableau 6 - Résultats des immunomarquages par type tumora

Sous- Diagnostic
Type Tumoral Total NSE | HHF35 | S100 | GFAP | NF | MAC387 | Total | . )
total immunologique
2 + + - - - - 2 Léiomvosarcomes
Fibrosarcomes 17 3 + - + - - - 3 Schwannomes
12 + - - - - - 12 Fibrosarcomes
Schwannomes 5 4 + - + - - - 4 Schwannomes
1 + - + + - - 1 Schwannome
Léiomyosarcomes 2 1 + + - - - - 1 Léiomyosarcome
1 + - - - - + 1 FHM
Fibromatose 4 + - - - - - 4 Fibromatoses
FHM 2 + - - - - + 2 FHM
Indéterminés 5 4 + - + - - - 4 Schwannomes
1 + - - - - - 1 Fibrosarcome

" Sur les 5 diagnostics histol ogiques de schwannomes malins:

4/5 sont S100 +, GFAP-;

1/5 est S100 +, GFAP +;

Donc |e diagnostic immunohistochimique confirme le diagnostic histologique de nos 5 schwannomes.

" Sur les 17 diagnostics histol ogiques de fibrosarcomes :

2/17 sont HHF35 +,

3/17 sont S100 +,

12/17 sont HHF35- et S100 -.

Donc sur 17 fibrosarcomes, deux sont reclassés dans e groupe des |éomyosarcomes et trois, dans le groupe des
schwannomes malins.

" Sur les 2 diagnostics histologiques de | éiomyosarcomes :

lest MAC387 +, HHF35 -,

lest HHF35 +.

Donc sur 2 |éomyosarcomes, un apparait étre un fibrohistiocytome malin.

" Sur 5 diagnostics de sarcomes indéterminés :

4/5 sont S100 +,

1/5 est négatif pour tout (sauf pour NSE).

Donc, sur 5 tumeurs indéterminées, quatre sont classées dans le groupe des schwannomes malins et un, danslegroupe
des fibrosarcomes.

" Lesdeux diagnostics histologiques de FHM, sont confirmés par un marquage MAC387 +.

" Leslésions de fibromatose sont restées négatives pour tous les marqueurs (sauf NSE).




2.2.2. Immunomarguage des SCF:

Les réaultats individugs sont présentés dans |'Annexe 3 et les réaultats de I'immunomarquage par

type tumord sont présentés dans le Tableau 6.

L’intensité du marquage a éé suffisante pour ne pas poser de problemes d'interprétation pour ks
coupes histologiques observées. Toutefois deux cas, (cas 19 (9723-98) ; cas 33 (6761-98)), avec un
marquage d'intendté insuffisante, respectivement pour I'immunoréectivité aux protéines GFAP &
S100 n’ont pas été retenus comme éant postifs.

L’ anticorps anti-HHF35 a marqué les cellules tumoraes de 3 des 35 tumeurs.

Il Sagit d'un des I[éomyosarcomes (diagnostiqué histologiquement) et de deux fibrosarcomes.
Le marquage se caractérise par un dépdt diffus et cytoplasmique (Photo 5). La proportion de
cellules tumordes positives varie de 50% (Iéomyosarcome) a plus de 90% (2 fibrosarcomes).
Aucune digribution préférentielle du marquage au sein de ces néoplasmes n'est notée. L'un
des |&omyosarcomes est demeuré négatif. Les autres fibrosarcomes, FHM, fibromatoses et
schwannomes N’ ont pas réegi.

De plus, sur 21 des 35 tumeurs, on obsarve un marquage en Studion périvasculaire
périphérique représentant entre 10 et 30 % de la surface tumorae (Photos 1 et 2). Ce marquage
concerne des cdlules, non tumordes, fusformes, disposées en courts faiscealx ne présentant

pas d’ atypie cytonucléaire.

Un marquage par I’ anticorps anti-MAC387 est observeé sur 3 des 35 SCF. |l S agit des deux
FHM et d'un I&omyosarcome. Les cellules positives représentent moins de 10 % ks cdlules
tumorades. Le marquage et multifoca et intéresse des cellules isolées disposées «au hasard»
dans la masse tumorde. Le dépbt est fort, granuleux. Les cdlules tumoraes marquées sont
fusiformes ou histiocytoides (Photos 6, 7, 8).

Les autres prédevements nont pas réagi. Seules les cdlules de la lignée myéo-monocytaire
(macrophages e polynucléaires neutrophiles) des stroma-réactions inflammatoires tumordes

sont positives.



-Tableau 7 - Réaultats du reclassement des tumeurs avant et aprés le marquage

immunohigochimique
Schwannome | Fibrosarcome | Fibromatose | Léiomyosarc. | FHM | Indéterminés
Histologie 5 17 4 2 2 5
Immunohistochimie 12 13 4 3 3 0




Pour tous les SCF éudiés, le marquage par I'anticorps anti-NSE et intense, diffus &
cytoplasmique. Il intéresse moins de 10% a plus de 90% des cdlules tumordes e aucune

locdisation préférentielle du marquage N’ est décelée.

L’anticorps anti-S100, a marqué 12 des 35 SCF. Il Sagit des 5 schwannomes, de 3
fibrosarcomes et de 4 tumeurs indéterminées. Le marquage et diffus, intense et cytoplasmique
(Photos 3 et 4). La proportion de cellules tumoraes positives varie de moins de 10% a plus de
90%. Aucune localisation préférentielle de marquage ' est observeée.

Une des 5 tumeurs coexprime la protéine S100 et GFAP.

L’ anticorps anti-NF n’a marqué aucun des 35 SCF.

L’ anticorps anti-GFAP a marqué un des 5 schwannomes. Le marquage est cytoplasmique,
diffus et représente un peu plus de 50% de la surface tumorade. Aucune locdisdion

préférentielle de ce marquage N’ est notée.

2.3. Confrontation des résultats histologiques et immunohistochimiques:

Le Tableau 7 confronte la classfication histologique et immunohistochimique.

Le marquage immunohistochimique a permis de dé&erminer que 13/35 des SCF sont des
fibrosarcomes avérés (contre 17 en histologie conventionnelle), 12/35 des SCF sont des
schwannomes (contre 5 sdlon les criteres histologiques standards), 3/35 des SCF sont des
|éomyosarcomes (contre 2 en histologie conventionnelle), 3/35 des SCF sont des FHM (contre 2
en histologie conventionnelle), 4/35 SCF sont des fibromatoses.

Deux fibrosarcomes identifiés en histologie conventionndle (cas 12, cas 13) ont é¢é reclassés dans
le groupe des léomyosarcomes et trois fibrosarcomes (cas 14, cas 15, cas 16) dans le groupe des
schwannomes mdins.

L’ immunohistochimie a confirmé le diagnostic histologique des cing schwannomes.

L’ un des |&omyosarcomes ( cas 27) a été reclassé en FHM.

Les deux diagnogtics histologiques de FHM, aind que les diagnogtics de fibromatoses ont éé
confirmés par immunohigochimie.

Les SCF indéerminés, ont &é identifiés comme 4 schwannomes mains et 1 fibrosarcome.
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Il semble possble de mettre en corrdation chacun des types tumoraux avec une formule
immunchistochimique:

Type tumoral HHF35 S100 MAC387

Fibrosarcome/Fibromatose - - -

Schwannomes - + -

Léiomyosarcomes + - -

FHM ; R n




3. DISCUSSION

3.1. Limites et reproductibilité de la méthode:

3.1.1. Non-représentativité de |’ échantillon:

L'objectif de notre éude éant I'évduation de |'expresson de quelques marqueurs de
différenciation et non la quantification précise de leur expresson dans les SCF, le nombre de

prél évements sl ectionnés a éé volontairement restreint.

3.1.2. Facteursde varidion liés alatechnique

La détection des marqueurs antigéniques de I’ &ude a é¢é effectuée, sauf pour la protéine S100, a
I’aide d'anticorps monoclonaux, facilement disponibles commercidement. On dispose donc de
quantités illimitées d anticorps pour une réactivité donnée ce qui permet la standardisation des

techniques immunohistochimiques entre | es différents laboratoires qui voudraient les reproduire.

Comme nous I’ avons précédemment évoque dans la partie «Matérid et Méthodes», nous avons fait

vaier certains parametres afin d' obtenir une technique auss standardisée que possible.

Les paramétres en question sont :

- lapuissance du four a micro-ondes,

- letemps de passage au four amicro-ondes,
- laquantité de tampon utilisée,

- I"épaisseur des coupes,

- ladilution des anticorps.

Nous voulions obtenir, lors d essais prédiminaires, un marquage correct des cellules postives, avec

un minimum de bruit de fond, et une destruction minimale des tissus par le four a micro-ondes :

- la puissance du four a micro-ondes a é¢ fixée a 700 watts car un chauffage a 900 watts
provoquait des atérations tissulaires trop importantes,
- le temps de passage idéd Sest avéré ére de 20 minutes: une cuisson de 25 minutes

induisait des détériorations tissulaires incompatibles avec une lecture correcte des lames,
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- il est absolument indispensable, durant le temps de cuisson, de veller a I'immersion totde
des tissus dans la solution tampon, une évaporation trop forte et une exposition directe aux
effets du four a micro-ondes provoquant des dtérations tissulaires magjeures. Nous avons
donc chois une cuisson fractionnée permettant I'gout de tampon entre deux cycles de
chauffage,

- I'épaisseur des coupes et de 2 micrométres. En effet, les lames de 4 micrométres ne
permettaient pas une meilleure conservation des tissus lors de la cuisson, et la superposition
cdlulare rendait lalecture moinsfine,

- les anticorps ont éé testés en s&rie sur des tissus normaux et néoplasiques de chat pour
deux dilutions danticorps différentes correspordant aux deux dilutions d utilisation
indiquées par le fournisseur (Dako, France) et variant de 1/25 a 1/400 selon |'anticorps.
Cdle donnant le meilleur marquage en intendté et en répartition, avec un bruit de fond
minima, a &é consarvée e inscrite dans le tableau récapitulant les dilutions choisies pour

chague anticorps (Tableau 4).

L’ étape essentidle de la réaction immunohistochimique sur les prééevements fixés dans le formol
condste a démasquer les épitopes par I'utilisation du four a micro-ondes. En effet, tous les
préévements n'ont pas subi le méme temps de fixation et la fixation dans du formol excédant 24
heures a des effas dééeres sur I'antigénicité tissulare (formations de liasons entre les
groupements aminés des protéines des tissus et de I'ddéhyde pendant la fixation, qui induit la
formation de ponts méhylene entre les dtes réactifs d'une méme proténe et entre différentes
protéines; les agrégats de protéines, aind conditués, peuvent entrainer une modification des
dructures tertiare e quaternaire de ces proténes, et aind limiter |'accesshilité des épitopes
antigéniques, ce qui perturbe par |a suite la reconnaissance anticorps-antigénes). Certaines éudes’™
ont démontré la cgpacité du four a micro-ondes a restaurer I'immunogenicité de tissus fixés
pendant au moins une semane dans le formol et inclus en paraffine. Aind les temps de fixation,
souvent variables dans les conditions courantes de diagnogtic, n'influenceraient pas la détection

des épitopes de différenciation'®.

3.1.3. Facteursde vaiation liés alalecture:

Nous avons rédisé une éude semi-quantitative du pourcentage de cdlules tumorales marquées.

Mais en renouvelant les lectures, il est possble d obtenir une certaine répéabilité des réaultats.



Une andyse quantitetive dricte aurait nécessité le recours a un procédé automatique d anayse

d'images.
3.2. Epidémio-clinique:

La région interscapulaire apparait ére un ste privilégié pour I’ gpparition de SCF dans notre éude.
Cela est en accord avec les observations de certaines éudes®’, pour qui les zones les plus
touchées sont par ordre décroissant de fréquence, la région interscapulaire, les flancs et le dos.
D’ autres indiquent une localisation préférentidle aux membres e & la tée’. De méme, il ne semble
exiger aucune prédilection de race ou de sexe, ce qui et en accord avec les données
bibliographicques™.

3.3. Choix des anticorps.

Nous avons exclu de notre panel d anticorps les anticorps anti- protéines filaments intermédiaires,
couramment utilisés (cytokératine, vimertine, desming)®1/3343515257.63.75 En effet, |es kératines
sont spécifiques des cdlules épithdides et toute tumeur suspectée ére un carcinome anaplasque a
éé exclue.

De méme, I'ensemble des tumeurs félines non épithdides >*(excepté les lymphomes) est positif &
lavimentine ; nous I avons donc exclu de notre panel d anticorps.

L'expresson de la desmine et conddéée comme le marqueur le plus sendble de la
différenciaion musculaire driée. Mais I'expresson de cette molécule semble moindre dans les
tumeurs des muscles lisses. Un autre marqueur de la différenciation musculaire, spécifique de
|’ actine musculaire lisse (HHF35) a donc éé retenu®.

NSE:

La Neurone- Spécifique Enolase (isoforme gg) fat partie de la famille des enolases qui sont des
homo ou des hétérodiméres de trois sous-unités: a (46kDa), b (44kDa) et g(44kDa). La sous-
unité a est exprimée dans la plupart des tissus, aors que la sous-unité b et confinée aux cdlules
musculaires. La sous-unité g est, dle, de maniére sdective, exprimée par les cdlules du syseme
nerveux centrd (SNC) et péiphérique (SNP). L’anticorps anti-NSE a marqué les celules
attendues sur les coupes d'encéphae et de peau et I'ensemble des SCF a é&é marqué
specifiquement par cet anticorps. Un tel marquage peut ére attribué a une néo-expression de telles

enolases par les cdlules mésenchymateuses dédifférenciées ou non différenciées.  Cette
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observation et en accord avec celles rédisées chez I'Homme'*7®. L’ anticorps anti-NSE semble

donc inutile pour la classification des SCF du chat.

NF:

Les neurofilaments condituent une famille d hééropolyméres comprenant trois sous-unités
protéiques: NF-H (200kDa), NF-M (160kDa) et NF-L (70KDa). Toutes peuvert étre
phosphorylées ou déphosphorylées. L’anticorps, utilise dans cette éude, réagit avec la forme
phosphorylée de 70 kDa e marque les neurones, les processus neuronaux et les nerfs
périphériques. L’ expression des protéines NF est limitée aux SNC et SNP. Dans les hémispheres et
le cervelet, on note un marquage fort des axones; un marquage hétérogene des corps neuronaux
(certains éant faiblement marqués comme les celules de Purkinje) est noté. Cea sexplique
probablement par la présence de NF non phosphorylés, en grande quantité, dans ces corps
cdlulaires. Dans le SNP, les fibres nerveuses sont fortement marquées (marquage axond).

L’ensemble des SCF étudiés et demeuré négatif. Cet anticorps appardit étre un marqueur gtrict et

tres pécifique des neurones et de leurs axones.

S100:

Il Sagit d'une protéine acide se liant au Cdcium. Dans le SNC, les cdlules glides
(oligodendrocytes et astrocytes), quelques neurones, et les épendymocytes sont marqués et dans le
SNP, les cdlules de Schwann sont positives.
Un SCF présentant un nodule de méaplase cartilagineuse centro-tumord éat S100 pogtif
(cdlules fusformes tumoraes et chondrocytes). 1l a éé classé dans le groupe des schwannomes
madins. Il semble, en effet, que davantage de schwannomes madins que de fibrosarcomes
préentent une méaplasie cartilagineuse™ et I'immunoréectivité des chondrocytes & la protéine
S100%3839 a dga été éablie

Pour un SCF, une coexpression de la protéine S100 et de GFAP a éé mise en évidence. Ce
phénoméene est probablement le fait d'une néo-synthese de proténes durant le processus de
dedifférenciation ou d'une absence de différenciation. Toutefois cette coexpresson reste marginade
dans notre effectif. Chez I'Homme, une éude® indique que les schwannomes mdins positifs a la
GFAP se développeraient en stuation plus profonde que ceux négatifs a la GFAP. Notre cas de
schwannome positif ala GFAP provient d’ un Site de prééevement auriculaire.

Sdlon les données bibliographiques, la protéine S100 a éé identifiée dans une variété de tumeurs

neurogéniques et non neurogéniques Mais ne peut pas éire déectée dans un grand nombre de
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néoplasmes comme certains sarcomes (rhabdomyosarcomes, |&omyosarcomes, fibrosarcomes)®.
L’expresson de la S100 semble donc bien conservée lors du processus tumord précédant
I’émergence des schwannomes et par conségquent, sur ces bases, la protéine S100 apparait étre un

marqueur utile pour la différenciation phénotypique des SCF fdins.

MAC387:

L’antigéne L1 (calprotectine), sous unité ce la membrane lysosomide, est un complexe protéique
de 36,5 kDa®!® identifié il y a plus de 10 ans comme un antigéne cytoplasmique et membranaire
(produit de sécrétion) des celules de la lignée myélo-monocytare (polynucléares neutrophiles et
monocytes). On le rencontre surtout dans les cellules histiocytaires activées, les macrophages et les
polynucléaires neutrophiles. || aurat une action antimicrobienne et antiproliféretive dans les
|ésons tumoraes.

Son expresson diminuerait avec la maturation des macrophages’’, suggérant que son expression
S effectue a un stade précoce de la différenciation macrophagique.

L1 et un épitope résisant au formol. |l peut &re consdéé comme un marqueur utile des
macrophages immatures ou de cdlules tumordes de la lignée monocytarehigiocytaire peu
différenciées. 1l serait, de plus, un marqueur plus figble que les lyzozymes @a-antitrypsine et a-
antichymotrypsine), s ce n'est que ces dernies seraient plus exprimés dans les cdlules
épithdlioides et les cdlules géantes. Ces enzymes, qui sont fréquemment utilisés dans les éudes
immunohigochimiques, souffrent, en effet, d'un manque de spécificité en marquant une grande
variéé de tissus et de tumeurs (carcinomes), chez I'Homme®" 44837175 De méme, les anticorps
anti-CD68 (EMB11):*° utilisés chez I’Homme, donnent de trés bons résultats sur les macrophages
tissulaires mais ne semblent pas réectifs chez le chat.

Le MAC387 marque, focdement, auss bien des cdlules d' agpect fusiforme ou histiocytoide’. Les
macrophages/higiocytes activés et polynucléaires neutrophiles de la droma-réaction  sont
égdement fortement marqués mais n'interferent pas avec I'interprétation des résultats car ils
restent morphologiquement facilement reconnaissables.

Dans notre éude, le faible nombre de celules tumorades marquées peut S expliquer par la nor
expresson de MAC387 apres dédifférentiation tumorae avancée ou gores une différentiation  peu
avancée de ces cdlules. Cea conforterait I"hypothese sdon laguelle les FHM proviennent  de
cdlules mésenchymateuses totipotentes, certaines exprimant une différenciation higtiocytaire
focale3363



En utilissnt MAC387, le nombre de cdlules tumordes dorigine higiocytare et donc
probablement sous-estimé mais le MAC387, par sa grande spécificité, reste un outil diagnostique
utile dans I’ identification des FHM.

HHE3S5:

Les actines sont des ééments ubiquitaires du cytosquelette de la plupart des cellules. Ces derniéres
peuvent ére biochimiquement et immunologiquement divisées en trois sous-groupes. les a-actines
sont présentes dans les tissus musculaires et les b et g- actines sont présentes dans les cdllules non
musculaires, mais un petit sous-groupe de g actines serait présent dans les cdllules musculaires.
HHF35 reconndit les isoméres d'actines a et g musde-spécifiques mais ne réagit pas avec les
actines non-musculaires.

On note I'existence, dans la plupart des tumeurs (21/35), de cellules HHF35 positives S agencant
en faiscealx courts de largeur varigble autour de nombreux petits vaisseaux sanguins @ enserrant
les nodules tumoraux. Ces cdlules ne montrent pas d'atypie cytonucléaire nette et ne possedent
pas toutes les caractéristiques des cdllules musculaires lisses. Elles ne correspondent égaement pas
a des fibres musculaires sriées emprisonnées dans le tissu tumord. Elles représenteraient un
intermédiaire entre fibroblastes e cdlules musculaires lisses, ce qui les gpparenterait aux
myofibroblastes.  Ces cdlules  myodfibroblastiques  pourraient  dériver  des  cdlules
mésenchymateuses périvascul aires™®.

Pour certains, ces myofibroblastes sont communément rencontrés dans les Iésions pseudo-
tumorales et certains sarcomes des tissus mous de bas grade de malignité. Leur présence serait,
pour certains, un facteur de bon pronostic®*8. Pour d'auitres, ces myofibroblastes seraient un stade
trangtionnd de fibroblastes et méme de macrophages au cours du processus de cicatrisation. 1ls
sont, d'alleurs, égdement présents dans les sarcomes qui se développent a la suite de
traumatismes oculaires chez le chat, b ou persste une inflammation chronique. Ce seraient donc
ces myofibroblastes, avec des fibroblastes et d'autres cellules mésenchymateuses primitives, qui

subiraient une transformation néoplasique suite & la persistance de I’ inflammation chronique®3.

3.4. Classfication histologique/classification immunohistologique:

Deux fibrosarcomes identifiés a I" histologie conventionnelle (cas 12, cas 13) ont éé reclassés dans
le groupe des |&omyosarcomes et trois fibrosarcomes (cas 14, cas 15, cas 16) dans le groupe des
schwannomes mains. Ces cing SCF avaient des criteres architecturaux e cytologiques de

maignité nets (dengté cdlulare tres devée, index mitotique devé : 5 a plus de 8 mitoses sur 10



champs a I’ objectif 40) et I’ absence de certains critéres histologiques nous a probablement conduit
aclasser cestumeurs dans le mauvais groupe.

Les SCF indéerminés, ont éé identifiés comme 4 scwhannomes mdins et 1 fibrosarcome ce qui

augmente nettement  I'effectif reatif des schwannomes. En revanche, les FHM e les
|éomyosarcomes restent tres minoritaires. 1l faut, toutefois, garder a I esprit que I’ effectif limité de
notre échantillon ne nous permet pas de conclure quant a I’incidence de chague type tumord dans
la pathol ogie spontanée.

Quant aux fibrosarcomes et fibromatoses, les criteres histologiques demeurent nécessaires pour

assurer leur diginction.

3.5. Per spectives:

Apres clasdfication higologigue e  immunohisgochimique des SCF  (fibrosarcome,
fibrohigiocytome mdin, schwannome madin, l@omyosarcome et fibrometose), il serait
intéressant et envisageable :

d gpprécier I'évolution clinique a long terme (sur une péiode d'au moins deux ans) de
chague groupe tumord,

de rechercher une corrdaion entre I'évolution clinique des différents types tumoraux et
I’expression des marqueurs de prolifération ou de protéines régulatrices de I’ apoptose. En
effet, les marqueurs de prolifération s averent ére des outils dynamiques et performants
pour |'gppréciaion de la mdignité tumorae. |ls prennent en compte toutes les phases du
cycde cdlulare dors que le dénombrement des mitoses, habitudlement utilisé dans les
grading histologiques, n'implique que les cdlules en phase M.
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S le versant bénignitémdignité est, en générd, judicieusement chois par les pathologides, il n'en

va pas de méme pour | gopréciaion de I’ histogénése trop souvent fantaisiste des SCF fdins. Aing

Tetu™ rapporte qu'un panel de pathologistes trouve un consensus dans 89% des cas pour qualifier
la néoplasie de bénigne ou maigne dors que I'accord n'est que de 65% pour éablir le diagnogtic
histologique précis.

Aind, aur la foi d'un réaultat higtologique, le praticien risque fort d' é&re démenti par le cours des
événements. Ce climat d'insécurité a d'ailleurs conduit certains pathologistes opportunistes a jouer
la cate de la maignité systématique, praticien & dient &ant plus satisfaits par un «cancer» qui
guéit que pa une tumeur «bénigne» qui devient incontrdleble™. Aind  I'uilité de
I"immunohistochimie appardit évidente.

Nos résultats sur 35 SCF permettent de préconiser I'utilisation de différents anticorps pour la
classfication précise des sarcomes a cdlules fusformes du chat. Un éventall réduit de marqueurs
rend cet outil théoriquement accessible au diagnogtic de routine. Cependant la valeur exacte de cet
outil ne pourra étre appréciée que par une éude prospective ou rétrospective sur un effectif plus
important.
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-Annexe 1- “ Education/communication history and current status’

James R. Richards, DVM

The mgor impetus for intense investigation of Hine vaccine-associated sarcomas continues to be
the concern expressed by practicing veterinarians. Regardless of what else may be said, the issue
of sarcoma development at vaccine dtes represents one of the most serious public relaions
dilemmeas facing veterinarians today. Following is an excerpt from a letter, sent to dl mgor news
megazines in May 1997 by a discouraged and angry cat owner whose pet died as a result of a

vaccine-associ ated sarcoma

(Vaccine-associated) fibrosarcoma is a dirty little secret that veterinarians have been keeping
from pet owners.... Your veterinarian may be withholding information fromyou that could result
in the maiming and death of your pet...I was never informed by anyone that these vaccinations
could result in malignant tumors. The failure to disclose this vital information isa serious breech
of ethics; thisisanimal cruelty, and it is unethical and immoral. In my opinion, greed isdriving
the veterinary community (vaccine manufacturers and veterinarians) who are fully aware of the

agony they are causing but find vaccination too lucrative to speak out.

From aletter sent to the AVMA, again in May 1997:

Your professional organization (the AVMA) has been irresponsible in informing the public of
potential risks associated with vaccinations. Those of your member ship who downplay and/or do
not clarify the risk of vaccination to cat owners have no business continuing practice. | am not
saying that by understanding the odds | would not have chosen to vaccinate. | am saying that the
withholding of informationisunethical at best, and most likely prosecutable. . ..\Who do you want to
tell the rest of the cat-owning population? Me or you? Snce my cat’ sdiagnosis| havetold every
person | have encounter ed about the slight but real danger of vaccine-induced sarcoma. Somehow
it didn't seemashard to tell othersasit did to tell my 12 year-old son that | screwed up by taking
his cat for her vaccinations.... So sorry that some of you might worry about how this will affect
your bottomline...

Findly, from a paper with the heading, “My cat was killed last year by vaccinations approved by
the AVMA,” being distributed by picketers outsde AVMA s 1997 annud convention:

What the AVMA is allowing is an outrage—and it should be againstthe law. At theveryleastit’'s
ethically wrong— these are the people who are supposed to protect our animals. | believe the
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AVMA, aswell asmany veterinarians and vaccine manufacturersknow what’ sgoing on. They just

don’t care enough to move quickly on this.

Thankfully, by the time these comments were written, the Vaccine-Associated Feline
Sarcoma Task Force (VAFSTF) was well established and moving quickly to address the issue.
The task force saw the importance of responding proactively—presenting accurate and balanced
information to a broad audience—as quickly as possible. A feared consequence of reacting after
the fact to inaccurate or darmist materid in the media was tha dlients might avoid vaccinaing
their cats dtogether and inadvertently increase the risk of the pet acquiring a serious infectious
disease. Additiondly, a timely and forthcoming response was the best way to preempt any public
misconception of complacency—or even worse, an attempted cover-up—on the part of the

profession.

TotheVeterinarian Fird...

Although information about vaccine-associated sarcomas had been in veterinary medicd
literature for the past saverd years, it was feared that a public “media blitz’ might blindsde a
andl number of veterinarians, so raisng veterinary awareness of the issue was an initid priority,
as was providing materials that would facilitate responding to client concerns. Information about
the formation of the VAFSTF and initid vaccindion guiddines were published in various
professiond journas and veterinary news magazines (eg., Journal of the AVMA, American
Animal Hospital Association Trends, DVM Magazine). Activities of the task force (eg., grant
announcements and recipients, information about financia supporters, and other pertinent
information) continue to be published regularly as needed. The task force dso established a web
page (http:/Mwwavma.org/vafstf/default.htm) that contains similar informeation.

A brochure, “Vaccines and Sarcomas: A Concern for Cat Owners,” was developed by the task
force and is digributed through the AVMA, AAHA, and the Corndl Fedine Hedth Center. To
further widen digtribution, permission to reprint information from the brochure in its entirety has
been fredy granted to veterinarians for incluson in individud practice newdetters. The brochures
adso are available to humane societies and Smilar organizations. A companion brochure, “Feline
Vaccines. Benefits and Risks,” can be obtained from the Cornell Feline Hedlth Center.

1 JAVMA, Vol 213, No. 10, November 15, 1998
Vaccine-Associated Feline Sarcoma Symposium 1429
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..And Then the Cat Owner

Even though the ided way for a cat owner to recelve information about vaccine-associated
sarcoma is from his or her veterinarian, the high profile of the issue necessitated a public response.
Once news releases were published in veterinary journads and client education brochures were
made available to veterinarians, information was distributed widdy to cat owners through a variety
of means. Interviews for televison broadcasts (eg., CNN Science and Technology Week, Fox
PetNews), radio, newspaper (e.g.,, the Washington Post), news magazines (eg., US News and
World Report) and lay cat publications (e.g., CatWatch and Cats Magazine) were granted.
Requedts for information and interviews were al directed to a single person (the chairperson of the

education/communication subgroup) to ensure an accurate response.

So Islt Working?

Although the problem of vaccine-associated sarcomas has yet to be solved, the response of the
veterinary professon to the condition has been laudable. The proactive, professon-wide effort to
inform veterinarians and cat owners has increased veterinary awareness of the issue and minimized
the appearance of darmist messages in the media, which are essentid to ensuring
that cats continue to receive vaccinations appropriately.
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-Annexe 2- Tampon phosphate salin (PBS)/ Tampon citrate

Tampon sdin (PBS) :

Pour un litre:

K2HPO, anhydre 15.1%4g
KH2PO, anhydre 7.769g
NaCl 87.660g

Pour I'utilisation, diluer au 1/10, on obtient un tampon d' environ 0.16 M a pH 7.4-7.6 dans lequel
on goute 0.1 a 0.2 ¢/1000 ml de lait écrémé ingantané ou de I’abumine bovine fraction 30 S a
0.1% (SAB).

Tampon citrate 10mM, pH 6 :

Solution A : Acidecitrique 0.1 M.

Acide citrique monohydraté : 21.019g
H,O ditilléeqsp : 1000ml.
Solution B : Citrate de sodium 0.1 M.
Citrate de sodium : 29.419g
H,O didtilléeqsp : 1000ml.
Tampon pH>6:
Solution A : 18 ml.
Solution B : 100ml.
H,O didtillée qsp : 1000m!.
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-Annexe 3- Résultats de I'immunomar quage des 35 SCF

Expression tumor ale des antigenes

Cas Diagnostic Histologique NSE MAC387 HHF35 CD79 S100 NF GFAP Diagnosticl.
1 Schwannome 11259-99 4+ - Rp - 3+ 3+ Schwannome
2 Schwannome 7369-98 1° 2° 4+ - Rp - 2+ - Schwannome
3 Schwannome 4811-99 4+ - Rp - 2+ - Schwannome
4 Schwannome 757-98 3+ - Rp - 2+ - Schwannome
5 Schwannome 10652-98 2+ - - - 1+ - Schwannome
6 Fibrosarcome 2980-98 4+ - Rp - - - Fibrosarcome
7 Fibrosarcome 10628-98 4+ - Rp - - - Fibrosarcome
8 Fibrosarcome 10450-98 3+ - - - - - Fibrosarcome
9 Fibrosarcome 3863-97 2+ - Rp - - - Fibrosarcome
10 | Fibrosarcome 4975-97 4+ - Rp - - - Fibrosarcome
11 | Fibrosarcome 10163-93 1+ - - - - - Fibrosarcome
12 | Fibrosarcome 10317-98 4+ - 4+ - - - Leiomyosarc.
13 | Fibrosarcome 10206-93 4+ - 4+ - - - Leiomyosarc.
14 | Fibrosarcome 7875-98 4+ - Rp - 4+ - Schwannome
15 | Fibrosarcome 8115-98 1°2° 4+ - - - 4+ - Schwannome
16 | Fibrosarcome 3540-98 4+ - Rp - 3+ - Schwannome
17 | Fibrosarcome 4099-99 4+ - Rp - - - Fibrosarcome
18 | Fibrosarcome 4511-97 4+ - Rp - - - Fibrosarcome
19 | Fibrosarcome 9723-98 1°2° 4+ - Rp - - - Fibrosarcome
20 | Fibrosarcome 10063-98 4+ - - - - - Fibrosarcome
21 | Fibrosarcome 5525-98 3+ - - - - - Fibrosarcome
22 | Fibrosarcome 7954-98 2+ - - - - - Fibrosarcome
23 | Fibromatose 3969-97 2+ - Rp - - - Fibromatose
24 | Fibromatose 1189-93 ? - - - - - Fibromatose
25 | Fibromatose 9082-98 1+ - Rp - - - Fibromatose
26 | Fibromatose 1659-98 1+ - - - - - Fibromatose
27 | Leiomyosarcome 3626-98 4+ - 3+ - - - Leiomyosarc.
28 | Leiomyosarcome 3717-98 3+ 1+ Rp - - - FHM
29 | FHM 3698-98 4+ 1+ Rp - - - FHM
30 | FHM 99P154 3+ 1+ Rp - - - FHM
31 | Indeterminée 8030-97 1°2° 4+ - Rp - 2+ - Schwannome
32 | Indeterminée 1122-98 2+ - - - 3+ - Schwannome
33 | Indeterminée 6761-98 4+ - Rp - 3+ - Schwannome
34 | Indeterminée 10484-98 4+ - - - - - Fibrosarcome
35 | Indeterminée 4548-97 3+ - Rp - 2+ - Schwannome

Pourcentage 100% 85% 115% 0% 37% 0% 6%
-1+ <10% cellules positives - 3+ :>50% cellules positives mais < 90% cellules positives
-2+ 1 >10% mais<50% cellulespositives - 4+ : >90% cellules positives.

RP: réaction périvasculaire

Diagnostic | : Diagnostic immunohistochimique
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ILLUSTRATIONS






Photo 1 - Cas 7875-98, Schwannome malin. Grossissement x 40. Marquage cytoplasmique des cellules
myofibroblastiques de la stroma réaction périphérique par I’ anticorps monoclonal HHF35. Méthode Streptavidine-

Biotine peroxydase standard ; révélation au diaminobenzidine tétrahydrochl oride (précipité brun); contrecoloration a

I'Hématoxiline de Mayer.

Photo 2 - Cas 3540-98, Schwannome malin. Grossissement x 400. Marquage cytoplasmique des cellules
myofibroblastiques de la stroma réaction périphérique par |’ anticorps monoclonal HHF35. Absence d' atypie
cytonucléaire. Méthode Streptavidine-Biotine peroxydase standard; révélation au diaminobenzidine

tétrahydrochloride (précipité brun); contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.



Photo 3 - Cas 11259-98, Schwannome malin. Grossissement x 1000. Marquage cytoplasmique et nucléaire des
cellules tumorales par I’ anticorps polyclonal S100. M éthode Streptavidine-Biotine peroxydase standard ; révélaionau

diaminobenzidine tétrahydrochloride (précipité brun); contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.

Photo 4 - Cas 7369-98, Schwannome malin. Grossissement x 1000. Marquage cytoplasmiqgue et nucléaire des cellules
tumorales par |'anticorps polyclonal S100. Méthode Streptavidine-Biotine peroxydase standard ; révélation au

diaminobenzidine tétrahydrochloride (précipité brun); contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.



Photo 5 - Cas 3698-98, L & omyosarcome. Grossissement x 1000. Marquage cytoplasmique des cellules tumoral es par
I"anticorps monoclonal HHF35. Présence d'atypies cytonucléaires. Méthode Streptavidine-Biotine peroxydase

standard ; révélation au diaminobenzidine tétrahydrochloride ; contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.

Photo 6 - Cas 3698-98, FHM. Grossissement x 1000. Marquage cytoplasmique des cellules tumorales d origine
histiocytaire par |” anticorps monoclonal MAC387. M éthode Streptavidine-Biotine peroxydase standard ; révdaionau

diaminobenzidine tétrahydrochloride (précipité brun); contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.
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Photo 7 - Cas 99P154, FHM. Grossissament x 1000. Marquage des cellules tumorales d’ origine histiocytaire par
I’anticorps  monoclonal MAC387. Méthode Streptavidine-Biotine peroxydase standard; révélation au

diaminobenzidine tétrahydrochloride (précipité brun); contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.

Photo 8 - Cas 99P154, FHM. Grossissement x 1000. Marquage des cellules tumorales d’ origine histiocytaire par
I"anticorps  monoclonal MAC387. Méthode Streptavidine-Biotine peroxydase standard; révélation au

diaminobenzidine tétrahydrochl oride (précpité brun) ; contrecoloration al’ Hématoxiline de Mayer.



