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Introduction

Les chondrosarcomes posent des difficultés diagnostiques différentes en fonction de leur grade
histologique et de leur différenciation. Si la malignité des chondrosarcomes de grade 2 et 3 ne fait
pas de doute pour le pathologiste, elle est souvent plus difficile a affirmer dans le cas des
chondrosarcomes de grade 1. Aucune anomalie génétique ni aucun marqueur diagnostique
permettant de distinguer de fagon fiable un chondrome d’un chondrosarcome n’a encore été
identifi¢. Le diagnostic de chondrosarcome repose sur des critéres morphologiques, cytologiques et
architecturaux, et sur la confrontation avec les données cliniques et radiologiques. La carte
protéomique et les analyses par western-blot réalisées par le Docteur Jean-Baptiste Vincourt au sein
de I’équipe CNRS UMR 7561, a partir de chondromes et de chondrosarcomes aménent a penser que
deux protéines présentent un niveau d’expression et une distribution pouvant contribuer a distinguer
les chondromes et les chondrosarcomes. C2CP serait présent dans la matrice extracellulaire de tous
les chondromes et C1CP serait présent dans la matrice extracellulaire des chondrosarcomes et
absent dans celle des chondromes. Le but de ce travail est d’analyser le niveau d’expression de ces
deux protéines dans une série de chondromes et de chondrosarcomes avec 1’espoir de confirmer in
vivo les résultats des travaux expérimentaux. Nous étudierons ces deux protéines par technique
immunohistochimique sur du matériel provenant de chondromes et de chondrosarcomes inclus en
paraffine afin d’établir un score d’expression pour chacune d’entre elles en fonction de la

distribution et de I’intensité du marquage et ainsi pouvoir vérifier cette hypothése.
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I. Partie I : Rappels

A.  Physiologie du cartilage

1. Définitions
Le cartilage est une variété de tissu conjonctif dont les éléments cellulaires et fibreux sont contenus

dans une substance fondamentale compacte et avasculaire.

- Cartilage articulaire ou cartilage hyalin : il s’agit d’un tissu nacré et lisse recouvrant les

surfaces osseuses des articulations mobiles.

- Cartilage de conjugaison : il correspond au cartilage séparant chez 1’enfant la diaphyse et

I’épiphyse des os longs, dont il permet la croissance longitudinale.

- Cartilage fibreux ou fibrocartilage : ce cartilage constitue la charpente de divers organes

(oreille, larynx, trachée par exemple).
11 existe trois types d’articulations dans le corps humain :

- Les synathroses : ce sont des articulations non mobiles dépourvues de cartilage (exemple :

articulations des os du crane).

- Les amphiarthroses : ce sont des articulations a mobilité limitée, sans cavité articulaire,

dans lesquelles les surfaces osseuses sont recouvertes de cartilage mais sont dépourvues de
membrane synoviale et unies entre elles par des ligaments (exemple : les disques inter-
vertébraux et la symphyse pubienne).

- Les diarthroses : ce sont des articulations mobiles dans lesquelles les surfaces osseuses

sont recouvertes de cartilage hyalin et comprenant une membrane synoviale et une capsule
périphérique fibreuse. Ce sont les articulations les plus répandues. Dans certaines
localisations peut s’interposer du fibrocartilage pour augmenter la congruence (exemple :

’articulation fémoro-tibiale).

2. La croissance osseuse, la plaque de croissance
L’os est formé soit par ossification « endochondrale » (ou « enchondrale ») qui nécessite une étape
cartilagineuse et concerne la majorité des os du corps humain, soit par ossification
« endomembraneuse » dans laquelle 1’os se forme directement a partir de tissu fibreux et concerne
les os plats (os iliaque, scapula). Pour les os longs la croissance en longueur se fait par ossification

endochondrale et la forme de 1’os est modelée par ossification endomembraneuse(1).
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a) L’ossification endo-membraneuse
Dans ce type d'ossification, les cellules mésenchymateuses situées dans un tissu conjonctif trés
vascularisé proliférent et se différencient directement en préostéoblastes puis en ostéoblastes. Ces
cellules synthétisent une matrice ayant des caracteres particuliers. Les fibres collagéne n'ont pas
d'orientation préférentielle mais ont un aspect de faisceaux irréguliers. Les ostéocytes sont
volumineux et trés nombreux. La minéralisation est retardée et désordonnée, formant des plaques
calcifiées a distribution hétérogene. Ce type d'os est appelé os fibreux. A la périphérie, les cellules
mésenchymateuses continuent de se différencier. Les vaisseaux sanguins sont incorporés entre les
travées d'os tiss¢ et forment la moelle osseuse hématopoiétique. Par la suite, cet os tissé est
remodelé, selon la séquence ARF (activation, résorption, formation), et est remplacé

progressivement par de 1'os lamellaire.

b) L’ossification enchondrale
La plaque de croissance est constituée de plusieurs couches cellulaires. La couche superficielle est
la zone proliférative ou les chondroblastes se divisent en colonnes et synthétisent de la matrice. En
dessous se trouve la couche hypertrophique ou les chondroblastes sont plus gros et sont disposés
chacun dans une logette. Puis se trouve la couche de calcification ou le tissu matriciel se calcifie, les

chondrocytes deviennent vacuolés et meurent par apoptose.

L’ossification enchondrale aboutissant a la croissance osseuse cesse chez 1’adulte mais le méme
processus existe en pathologie. Ainsi le corps calleux de réparation fracturaire, et 1’ostéochondrome

(ou exostose) sont formés par ossification enchondrale.
3. Le cartilage articulaire

a) Role et propriétés
Le cartilage articulaire permet la mobilité articulaire en réduisant les forces de frottement entre les
surfaces osseuses. Il joue un role d’amortisseur par son élasticité et absorbe des pressions
importantes en fonction des articulations. Cette ¢€lasticité est due aux protéoglycanes, qui par leur
hydrophilie permettent un mouvement d’eau dans la matrice cartilagineuse. En revanche la rigidité

du cartilage est due aux fibrilles de collageéne de type 2 enchevétrées entre elles.

b) Organisation
Chez les sujets jeunes le cartilage hyalin est translucide et de couleur bleu-gris. Chez les sujets agés
il devient plus jaune et opaque. Il est classiquement décrit en quatre couches successives qui

différent selon leurs propriétés biochimiques et anatomiques(2).
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- Le cartilage est recouvert en surface par une couche acellulaire qui permet sa nutrition a

partir du liquide synovial et sa protection vis-a-vis de radicaux libres.

- La couche superficielle : les chondrocytes sont petits et plats. Les fibres de collagéne sont

disposées de fagon parallele a la surface articulaire. Cette couche résiste aux forces de

pression. Elle est pauvre en protéoglycanes et riche en fibronectine.

- La couche intermédiaire ou moyenne : les chondrocytes sont gros et sphériques. Le réseau

de collageéne n’a pas d’organisation particuliere.

- La couche profonde ou radiale : les chondrocytes sont disposés en colonnes

perpendiculaires a la surface articulaire. Les fibres de collagene s’agencent parallélement

aux colonnes. Cette couche est riche en protéoglycanes.

- La couche calcifiée : elle est séparée de la couche profonde par la ligne de démarcation qui

constitue un obstacle a la pénétration des vaisseaux a partir du tissu osseux. En profondeur
elle vient au contact de 1’os sous-chondral. Elle est riche en calcium et pauvre en

protéoglycanes.
4. Composition

a) Les chondrocytes
Le cartilage hyalin contient un seul type cellulaire : les chondrocytes. Il s’agit de cellules arrondies
de 30 4 40 um de diametre isolées les une des autres par la matrice extracellulaire. Ils occupent en
moyenne 10% du volume total du cartilage. Les chondrocytes ont un noyau central. Ils ne migrent
pas et ne se divisent pas ou peu dans le cartilage articulaire. Ils fonctionnent principalement en
anaérobie, excepté les chondrocytes de la couche superficielle qui peuvent bénéficier de la diffusion
de "oxygene par le liquide synovial. La couche superficielle est la plus riche en chondrocytes. Les
chondrocytes maintiennent un équilibre entre synthése et dégradation des protéines structurales de

la matrice extracellulaire.

b) La matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire est composée d’eau pour 65 a 80 % du poids total et de macromolécules
(protéines et glycosaminoglycanes) pour 20 a 35 %. On distingue I’espace matriciel péricellulaire,

directement au contact des chondrocytes et I’espace matriciel interterritorial.
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(1)  Espace péri-cellulaire
Il contient du collagéne de type 6, des protéoglycanes en voie de transport vers I’espace inter
matriciel, de I’acide hyaluronique, des molécules non collagéniques comme I’anchorine et la
fibronectine. Chaque groupe de protéine est attachée au chondrocyte par des récepteurs
transmembranaires correspondant principalement a des intégrines. Le chondrocyte adapte son
métabolisme en fonction des informations qu’il regoit par 1’intermédiaire de ces intégrines. Au sein
de cet espace se trouvent également des enzymes dont 1’activité sera favorisée par le pH acide qui y

regne.

(2)  Espace interterritorial
Le pH est neutre. Dans cette zone s’agencent principalement des fibres de collagéne de type 2 et des

protéoglycanes.

c) Les collagénes
Les collagenes forment une famille de protéines qui s’agencent au sein de la matrice extracellulaire.
Actuellement 18 collageénes différents sont identifiés. Ils sont regroupés en fonction de leur
structure et de leur séquence en acides aminés en différentes catégories.

- Collagenes formant des fibres : type 1, type 2, type 3, type 5, type 11. Ils ont une fonction

de résistance aux tensions exercées.

- Collagenes associés aux collagénes formant des fibres, FACIT (Fibril Associated

Collagens with Interrupted Triple helices) : type 9, type 12, type 14.

- Collagenes formant des structures hexagonales régulieres : type 8, type 10.

Le collagene de type 2 représente 95 % des collagénes du cartilage. C’est un homotrimere de trois
chaines alpha [al(II)]s. Les chaines alpha forment une triple hélice droite. Chaque chaine alpha est
composée d’un ou plusieurs domaines collagéniques (COL) et de domaines non collagéniques
(NC), situés aux extrémités de la molécule ou entre deux domaines collagéniques.
Un domaine collagénique est constitu¢ de la répétition d’un triplet d’acides aminés associant la
Glycine, la Proline et I’Hydroxyproline. Il en existe deux formes différentes en fonction de
I’épissage de 1’exon 2, le collagene 2A et le collagene 2B. Le collagene 2A est la forme la plus
longue et est exprimé par les chondrocytes pendant le développement. Le collagene 2B est la forme
dépourvue de I’exon 2 et est exprimé dans le cartilage adulte.
On trouve d’autres types de collagene dans la matrice cartilagineuse :

- Le collagéne de type 11 est un collagene fibrillaire qui est étroitement associé au collageéne

de type 2 et joue un role dans la conformation tridimensionnelle des fibrilles de collagéne de

type 2. Il est composé de trois chaines alpha différentes [al(XI) a2(XI) a3(XI)].
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- Le collagéne de type 6 se situe dans I’espace péricellulaire et ne présente pas d’interaction
directe avec le collagéne de type 2.

- Le collagene de type 9 est associé¢ au collageéne de type 2. C’est un hétérotrimere de chaines
alpha [al(IX) a2(IX) a3(IX)]. Il contient trois domaines collagéniques triples hélices et
quatre domaines non collagéniques. Il est 1i¢ a la surface du collagéne de type 2 de fagon
antiparallele(3).

- Le collagéne de type 10 est un homotrimere alphal [al(X)]s qui est exprimé dans la zone
d’hypertrophie des chondrocytes de la plaque de croissance et dans la zone minéralisée du

cartilage articulaire. Il serait impliqué dans la minéralisation du cartilage.

d) Les protéines non-collagéniques
Les protéoglycanes sont classés en macroprotéoglycanes, de haut poids moléculaire (I’agrécane) et

en protéoglycanes de bas poids moléculaire (décorine, biglycane, fibromoduline)

- Le monomere d’agrécane représente 90 % des protéoglycanes du cartilage. Elle est
constituée d’une protéine axiale (core protein) liée a des glycosaminoglycanes (GAG) de
type chondroitine sulfate et kératane sulfate. L’extrémité N-terminale est liée a une molécule
d’acide hyaluronique. Cette liaison est stabilisée par une glycoprotéine (link protein). Une
molécule d’acide hyaluronique peut étre pontée par des centaines de molécules d’agrécane.
Les agrécanes jouent un réle de maintien des fibrilles de collagéne de type 2.

- Parmi les protéoglycanes de bas poids moléculaire, la décorine et le biglycane peuvent se
lier aux collageénes de type 2 et de type 6, a la fibronectine et a de nombreux facteurs de
croissance. La fibromoduline peut aussi de lier au collagéne de type 2 et joue un rdle dans la

fibrillogenése du collagene 2.

Il existe par ailleurs de nombreuses glycoprotéines dont les fonctions ne sont pas toujours

connues(2).
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Figure 1 : le cartilage articulaire, architecture et composition(1)

5. Le vieillissement articulaire
Avec I’age, I’épaisseur du cartilage articulaire diminue. Il prend une couleur jaunatre. Il peut
apparaitre a sa surface des Iésions macroscopiques a type de fissures qui ne sont pas toujours
symptomatiques.
Du point de vue histologique, il existe une diminution du nombre de chondrocytes, surtout dans la
couche superficielle, un aspect irrégulier de 1’organisation des fibres de collagéne, un
amincissement de la couche calcifiée et des irrégularités de la zone de démarcation entre la couche

calcifiée et la couche profonde.
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Du point de vue biochimique, il existe une diminution de la teneur en eau et en protéoglycanes, une
augmentation de la concentration en acide hyaluronique et une diminution de la longueur de la
chaine de I’acide hyaluronique.

Il semble exister une diminution de la teneur en collagéne de type 2 dans le cartilage articulaire
avec I’age(2,4).

Du point de vue cellulaire, les chondrocytes sont d’abord dans une phase de croissance qui aboutit a
I’ossification enchondrale puis ils deviennent hypertrophiques et meurent par apoptose. Quelques-
uns survivent et restent quiescents dans le cartilage articulaire en phase GO non réplicative. Ils
peuvent par I’intermédiaire de la matrice extracellulaire (MEC) étre stimulés par des facteurs de
croissance a 1’occasion d’un traumatisme et entrer dans une phase de réparation. Avec I’age les
réponses aux facteurs de croissance sont défaillantes. Le monoxyde d’azote (NO) et le stress
oxydatif sont les principaux facteurs incriminés. Le NO serait un facteur pro-apoptotique et les
radicaux libres favoriseraient la mort du chondrocyte par nécrose.

Avec 1I’age il existe un défaut de réparation du cartilage par rapport a un adulte jeune. Le
chondrocyte vieillissant est plus sensible aux cytokines pro-inflammatoires pour la production de
métalloprotéases. Il existe une baisse de la réponse aux facteurs de croissance transforming growth
factor (TGF-P) et insulin-like growth factor (IGF-1) du chondrocyte agé.

Le vieillissement du cartilage s’accompagne également de phénoménes de sénescence péri-
articulaire comme 1’atrophie musculaire, les troubles neurologiques, la calcification des ménisques

et des modifications biochimiques et physiques de I’os sous-chondral.

6. Le cartilage arthrosique
L’arthrose est une maladie dégénérative fréquente, conduisant a la destruction progressive et lente
du cartilage articulaire. Elle touche principalement les personnes agées et les articulations soumises
a de fortes contraintes mécaniques (hanche, genou, vertebres, inter-phalangiennes des mains et des
pieds). De nombreux facteurs concourent a la formation de 1’arthrose : les facteurs mécaniques (les
contraintes, le poids, les traumatismes articulaires), les facteurs cellulaires et biochimiques
(diminution du nombre de chondrocytes et modifications de la matrice extracellulaire) et les
influences génétiques. Il existe une dégradation progressive du cartilage associée a des signes de
réparation concomitants. Cliniquement, il s’agit d’une pathologie douloureuse, avec raideur
matinale et qui est soulagée par le repos. Radiologiquement, en fonction du stade d’avancement de
la maladie, I’arthrose se caractérise initialement par un amincissement progressif de 1’interligne
articulaire correspondant a la perte de 1’épaisseur du cartilage articulaire. Dans les stades avancés,
I’0s sous-chondral s’épaissit, des kystes sous-chondraux apparaissent ainsi que des ostéophytes.

Les signes anatomopathologiques dépendent ¢galement du stade de la maladie.
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Au stade précoce, le cartilage devient fibrillaire. Au sein de la MEC, il existe une
augmentation de la quantité d’eau et une diminution de la teneur en protéoglycanes(1). Les
chondrocytes meurent par apoptose(5). En réaction, les chondrocytes se multiplient et se
groupent en ilots.

Au stade suivant, le cartilage se fissure et le liquide synovial pénétre dans les fissures.

Puis quand le nombre de fissures augmente, des fragments de cartilage se détachent et sont
alors libres dans I’articulation. Ils suscitent une réaction inflammatoire résorptive au sein de
la membrane synoviale.

Par la suite, le tissu osseux sous-chondral s’épaissit par néo-ossification réactionnelle. Il
peut ensuite, lui aussi, se fissurer et subir des remaniements avec 1’apparition de foyers de
dégénérescence myxoide, et de foyers d’ostéonécrose sous-chondrale.

Au stade ultime, se forment des ostéophytes a la périphérie de la surface articulaire.

Les mécanismes biochimiques mis en jeu dans le développement de 1’arthrose sont nombreux. Il

existe une augmentation de synthése des cytokines pro-inflammatoires en particulier IL1-p et des

enzymes protéolytiques et notamment la métalloprotéinase 13 (MMP13) encore appelée

Collagénase-3, qui induisent la dégradation des composants matriciels tels que le collagene2(6).

Dans le cartilage arthrosique la capacité de syntheése de collagéne 2 par les chondrocytes semble

étre accrue dans les zones de dégénérescence arthrosique modérée par rapport aux zones de

dégénérescence avancée(7). Cela suggere que jusqu’a un certain stade 1ésionnel dans le processus

arthrosique, les chondrocytes seraient capables de contrebalancer la dégradation excessive

matricielle de collagene 2.
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B. Pathologie

1. Les tumeurs cartilagineuses bénignes

Nous décrirons les ostéochondromes, les enchondromes et les chondromes périostés.
a) Les ostéochondromes (ou exostoses ostéogéniques)

(1)  Localisation, épidémiologie
11 s’agit des tumeurs osseuses les plus fréquentes(8). Ils touchent les enfants et les adultes dans les
trois premiéres décennies. Ils si¢gent au niveau de la métaphyse des os longs (fémur, humérus, tibia,
fibula) ou moins fréquemment au niveau de 1’os iliaque et de la scapula (sauf dans la maladie des
exostoses multiples). Différentes formes sont décrites :
- Les ostéochondromes solitaires
- Les ostéochondromes multiples (dans le cadre la maladie des exostoses multiples). Il s’agit
d’une maladie autosomique dominante due a une mutation des génes EXT 1 et EXT 2
(génes suppresseurs de tumeur) dans respectivement 45% et 30% des cas.
- Les ostéochondromes post-irradiation
- Les ostéochondromes épiphysaires
- La Lésion de NORA (prolifération ostéochondromateuse bizarre parostéale)
- Les ostéochondromes subunguéaux

- Les ostéochondromes para-articulaires des tissus mous
Nous décrirons les ostéochondromes solitaires ou multiples.

(2)  Clinique
Ce sont des tumeurs en majorité asymptomatiques. Leur découverte sera le plus souvent le fait de

complications mécaniques (fracture, bursite).

(3) Imagerie
Il s’agit d’une excroissance osseuse sessile ou pédiculée. L’os cortical et 1’os spongieux de
I’exostose sont respectivement en continuité avec 1’0s sous-jacent. La coiffe cartilagineuse est

radiotransparente et peut contenir des foyers de calcifications.
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(4)  Anatomopathologie

(a)  Macroscopie
I1 s’agit d’une tumeur sessile ou pédiculée recouverte d’une fine coiffe cartilagineuse. Une coiffe
irrégulicre et épaisse de plus de deux centimétres et lobulée doit faire suspecter une transformation

sarcomateuse(9).

(b)  Microscopie
La Iésion est recouverte d’une mince lame fibreuse en périphérie qui repose sur une coiffe
cartilagineuse qui donne en profondeur naissance a un tissu osseux d’architecture trabéculaire par
ossification enchondrale. La coiffe cartilagineuse, qui rappelle le cartilage de conjugaison, est
composée de chondrocytes non atypiques. Il faut suspecter une transformation maligne devant toute
modification de I’architecture de 1’ostéochondrome, de sa coiffe cartilagineuse en particulier si elle
devient lobulée par des septums fibreux. La présence de foyers myxoides, une hypercellularité,
I’activité mitotique, des atypies chondrocytaires importantes, et des foyers de nécrose sont des

signes a rechercher pour éliminer une transformation maligne.

(5)  Pronostic, évolution
Le risque de transformation maligne est faible, de 1% en cas d’ostéochondrome solitaire et de 3%

en cas de maladie des exostoses multiples(8).
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Figure 2 : ostéochondrome. A : masse métaphysaire pédiculée ; B : coiffe cartilagineuse avec
ossification endochondrale(1)

b) Les enchondromes

(1)  Localisation, épidémiologie

Ils correspondent a 10 a 25% des tumeurs osseuses bénignes. Ils se situent dans la région
métaphysaire intra-médullaire des os a ossification enchondrale. Ils si¢gent a proximité des
cartilages les plus fertiles. Les os de la main sont les sites les plus touchés, puis viennent I’humérus,
le fémur, le tibia, la fibula et le radius(10). Ils sont exceptionnels au niveau du pelvis, de I’omoplate,
des vertebres, des cdtes et du sternum et ces localisations doivent faire suspecter un
chondrosarcome. IIs peuvent étre séparés en quatre entités clinico-pathologiques(1) :

- I’enchondrome solitaire

- les enchondromes des mains et des pieds

- la maladie d’Ollier (ou enchondromatose)

- le syndome de Mafucci

(2)  Clinique
Ces tumeurs sont souvent asymptomatiques et cela s’explique par leur croissance lente et leur petite
taille. Cependant on peut observer une tuméfaction, un cedéme et ils peuvent également étre
douloureux. Ils peuvent étre découverts de fagon fortuite ou plus rarement a l’occasion d’une

fracture pathologique.
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(3)  Imagerie
En radiographie standard il s’agit d’une lésion radiotransparente de localisation métaphyso-
diaphysaire, a contours nets et d’architecture lobulée, cernée d’un fin liseré d’ostéosclérose. La
corticale peut étre soufflée mais reste intacte. Généralement il n’est pas observé de réaction
périostée. On décrit parfois une image en « pop corn » due aux calcifications intra-tumorales radio-

opaques.
(4)  Anatomopathologie

(a)  Macroscopie
La chirurgie consiste en un curetage-comblement de la 1ésion. Le produit de curetage parvient
fragmenté au laboratoire d’anatomopathologie. Il a un aspect cartilagineux blanc ou bleu, nacré,

légerement translucide avec parfois des foyers de calcifications durs et jaunatres.

(b)  Microscopie
Il s’agit d’une prolifération de chondrocytes de petite taille, monomorphes aux noyaux ronds et
réguliers. Les mitoses sont rares voire absentes. Classiquement on trouve un chondrocyte par
logette. Entre les logettes se trouve la matrice extracellulaire de nature chondroide. On peut
observer des travées d’os métaplasique d’épaisseur variable en périphérie des lobules cartilagineux.
On peut également observer des dépdts calciques ou des plages de nécrose. Les enchondromes
peuvent contenir des foyers d’ossification enchondrale. Ils peuvent contenir des plages de
remaniements myxoide qui restent minimes et ponctuels. La cellularit¢ des enchondromes varie
beaucoup en fonction du site anatomique de la lésion. Au niveau des doigts, les chondrocytes
peuvent présenter une cellularité élevée, des binucléations, une anisocytose, et un pléiomorphisme
qu’il faut interpréter en fonction de la localisation. Le principal diagnostic différentiel est le
chondrosarcome de bas grade qui peut se présenter avec une cytologie comparable a
I’enchondrome. Il faut rechercher une résorption de I’os spongieux, ou une perméation de I’os
lamellaire qui sont des critéres majeurs de malignité. De plus la lyse corticale et I’extension aux
parties molles sont des arguments forts pour la malignité, excepté en cas d’enchondromatose
multiple ou les corticales ont parfois disparu. On recherche également une kystisation tumorale, une
nécrose spontanée (c'est-a-dire non rapportée aux calcifications), et des remaniements myxoides

¢tendus en faveur de la malignité.

(5)  Diagnostic différentiel
En imagerie, il comporte :
- L’infarctus osseux. Il est de si¢ge métaphysaire ou diaphysaire. En radiologie standard il

s’agit d’une 1ésion opaque irréguliere stable dans le temps. En IRM il prend 1’aspect d’une
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plage centromédullaire de signal hétérogene, délimitée par une zone périphérique en
hyposignal le plus souvent irrégulicre.

Le fibrome chondro-myxoide. Il s’agit d’'une 1ésion douloureuse d’évolution lente. En
radiologie il correspond a une Iésion ostéolytique métaphysaire arrondie ou ovalaire qui
amincit et souffle la corticale. La lacune contient des logettes denses curvilignes
correspondant a des crétes d’os sain entre les lobules tumoraux. Elle est bordée d’un liseré
scléreux. Des calcifications peuvent apparaitre au sein de la matrice. En IRM il s’agit d’une
l1ésion hétérogéne dont les aspects dépendent de la répartition des composantes myxoides,
fibreuses, et de la présence de zones hémorragiques ou kystiques. Histologiquement il s’agit
d’une lésion nodulaire a cellules fusiformes dans une trame myxoide, plus cellulaire en
périphérie des nodules. La matrice extracellulaire est fibro-cartilagineuse ou chondroide. Les
cellules géantes sont fréquentes.

Le kyste anévrysmal. Il s’agit d’une Iésion le plus souvent métaphysaire constituée de
multiples cavités a paroi fine de sang non coagulé. En radiologie il s’agit d’une lésion
ostéolytique, soufflant la corticale, excentrée, a contenu hétérogéne, non calcifiée. Elle peut
s’étendre aux parties molles. Au scanner et en IRM on peut parfois observer des niveaux
liquides.

La dysplasie fibreuse. En radiologie il s’agit d’une lacune en verre dépoli, souvent bordée
d’ostéosclérose avec un épaississement de la corticale ou un amincissement avec soufflure
corticale. Histologiquement la dysplasie fibreuse correspond a une 1ésion d’aspect fibreux au
sein de laquelle se disposent des travées d’os plus ou moins immature, de forme particulicre,

formant des figures géométriques et des caracteres alphabétiques.

(6)  Traitement

Il dépend du contexte clinique, de la localisation, de la symptomatologie. Deux alternatives sont

possibles :

la surveillance régulicre

le curetage-comblement de la Iésion.
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Figure 3: A : enchondrome radiotransparent, bien circonscrit; B et C: lobules faits de
chondrocytes non atypiques avec calcifications en périphérie des lobules(1)

c) L’enchondromatose, (ou maladie des chondromes multiples, ou

maladie d’Ollier)

(1)  Définition
Il s’agit d’une affection correspondant a une dysplasie osseuse par altération de I’ossification
enchondrale avec prolifération hétérotopique de chondroblastes, soit a partir du cartilage
métaphysaire, soit a partir de la couche profonde du périoste. Il n’y a pas de caractere héréditaire ou
familial. Une forme particuliére correspond au syndrome de Maffucci, caractéris¢ par des I€sions
vasculaires comme 1’hémangiome capillaire ou caverneux, des phlébectasies, des phlébolithes, des

lymphangiomes.
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(2)  Localisation, épidémiologie
Cette affection est découverte dans les trois premicres années de vie. Il existe une légere
prédominance masculine. Les localisations chondromateuses sont asymétriques et souvent
métaphysaires. Les os les plus atteins sont le fémur et le tibia, puis I’os iliaque et les os des mains et

des pieds.

(3)  Clinique
Les symptomes débutent des les premicres années de vie et la croissance de 1’enfant est un élément

important dans 1’évolution tumorale et dans la prise en charge des chondromes.

Les symptomes correspondent a des déformations osseuses, des raccourcissements osseux, des

déviations axiales pouvant étre importantes.

(4) Imagerie
Elle permet de caractériser les 1ésions centrales et périphériques, de suivre leur évolution et de
rechercher des signes de transformation sarcomateuse. Les 1ésions périostées sont souvent plus
volumineuses que dans le cas des chondromes périostés solitaires. La corticale est souvent soufflée
et le cartilage peut faire saillie dans les parties molles. Les radiographies permettent de caractériser

les déformations des os atteints.

(5)  Anatomopathologie
Les 1ésions sont similaires a celles observées dans les chondromes solitaires mais la cellularité est
souvent plus élevée. Les chondrocytes ont souvent des noyaux plus grands, ils sont fréquemment

binucléés, ce qui explique la difficulté diagnostique entre chondrome et chondrosarcome.

(6)  Traitement, évolution, pronostic
Il y a un risque de récidive et de transformation maligne. Celui-ci est plus élevé que dans le cas des
chondromes solitaires. Ce risque est difficile a quantifier. Il pourrait atteindre 20 a 50%(10). Les
signes devant faire suspecter une transformation chondrosarcomateuse sont une effraction corticale,
une réaction périostée, une fracture spontanée, une anaplasie évidente et une infiltration des parties
molles ou de la moelle osseuse.

Au traitement des chondromes s’ajoute celui des déformations osseuses.
d) Le chondrome périosté, ou juxtacortical

(1)  Localisation, épidémiologie
Il s’agit d’une prolifération de cartilage hyalin entre le tissu périosté et la corticale osseuse. Ils

siegent plus fréquemment en regard des zones d’insertion ligamentaire et tendineuse. Ils sont moins
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fréquents que les enchondromes et représentent moins de 2% de 1’ensemble des chondromes. Leur
distribution anatomique est différente, ils se situent plus souvent au niveau des os longs qu’au

niveau des mains et des pieds.

(2)  Clinique
Etant plus superficiels, ils sont plus facilement détectés par [’examen clinique que les

enchondromes. Les symptomes douloureux sont rares.

(3)  Imagerie
Ils forment classiquement une empreinte radio-transparente en demi lune parfois polycyclique avec
une ostéosclérose périphérique radio-opaque. On peut observer des calcifications intra-lésionnelles

radio-opaques mais de fagon moins fréquente que dans le cas des enchondromes.
(4)  Anatomopathologie

(a)  Macroscopie
Ils sont d’aspect cartilagineux blanc nacré avec des lobulations. Ils peuvent contenir des

calcifications et des plages d’ossification enchondrale.

(b)  Microscopie
Il s’agit d’une prolifération de nature cartilagineuse, d’architecture lobulée. On peut observer des
foyers d’ossification et des calcifications. Ces lésions sont en général plus cellulaires que les
enchondromes, et les chondrocytes peuvent plus fréquemment présenter des binucléations et un
pléomorphisme, d’ou un diagnostic différentiel difficile avec le chondrosarcome périosté. Ce

dernier sera classiquement plus grand (plus de 5 centimétres).

(5)  Traitement
Il existe plusieurs alternatives thérapeutiques :
- lasurveillance réguliére
- D’exérese par curetage-comblement, mais il y a un risque de récidive.
- en raison des similitudes cliniques, radiologiques et anatomopathologiques avec le

chondrosarcome périosté, une exérese carcinologique peut étre discutée.
2. Les tumeurs cartilagineuses malignes, chondrosarcomes

a) Définitions
Décrits pour la premiére fois en 1943 par Lichtenstein(11), ils sont définis comme des tumeurs
malignes dont les cellules tumorales sont associées a une matrice cartilagineuse. Cette composante

cartilagineuse peut s’associer a un contingent fibroblastique. La formation d’os ne peut étre qu’une
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ossification réactionnelle par ossification enchondrale mais ne correspond pas, par définition, a de
I’os tumoral. 1l existe différentes classifications des chondrosarcomes :

Ces tumeurs sont soit centrales (développées a partir de la médullaire osseuse) soit périphériques
ou juxtacorticales (développées a partir de la surface de 1’0s).

On distingue également en fonction de leur mode d’apparition les chondrosarcomes primaires et
secondaires. Ces derniers se développent a partir de chondromes ou d’ostéochondromes
préexistants.

- Les chondrosarcomes secondaires a des chondromes : Ils sont trés rares et encore plus

aux extrémités. Cette fréquence augmente en cas de maladie d’Ollier ou de syndrome de
Maffucci pour atteindre jusqu’a 50%(10). Ces patients sont en général plus jeunes que ceux
atteints de chondrosarcome primaire. Les signes cliniques évocateurs de transformation
sarcomateuse sont principalement ’apparition d’une douleur ou I’augmentation de taille
d’une Iésion connue.

- Les chondrosarcomes secondaires a des ostéochondromes : Ils sont rares. Dans la

maladie des exostoses multiples le risque de transformation chondrosarcomateuse est de 3 a
5%. En général, il s’agit de chondrosarcomes de bas grade. On doit suspecter une
transformation sarcomateuse en cas d’augmentation de volume de 1’exostose, de coiffe
cartilagineuse épaisse de plus de deux centimetres(9), et en cas de lobulation de la coiffe.
Enfin, sur le plan histologique on distingue les chondrosarcomes conventionnels classés en trois
grades croissants et les chondrosarcomes non conventionnels, qui regroupent le chondrosarcome
mésenchymateux, le chondrosarcome a cellules claires, le chondrosarcome dédifférencié. Les

chapitres suivants sont consacrés aux chondrosarcomes « conventionnels ».

b) Epidémiologie
Il s’agit de la tumeur osseuse maligne la plus fréquente aprés le myélome et I’ostéosarcome. Ils
représentent 20% des tumeurs malignes osseuses. L’age de survenue est compris entre 40 et 70 ans
avec un pic de survenue a 50 ans. Il existe une discréte prédominance masculine. L’incidence serait

de 1 pour 200000 par an(12).

c) Localisation
Tout le squelette peut €tre atteint mais ces tumeurs sont plus fréquemment situées au niveau :
- dupelvis (24 a 38%)
- du fémur proximal (16 a 27%)
- de I’humérus proximal (9%)
- des cotes (8%)
- du fémur distal (6%)
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- de la scapula

- du tibia proximal

Les localisations rachidiennes sont rares (<7%).

Les chondrosarcomes des mains et des pieds sont trés rares ; ils représentent moins de 1% de tous
les chondrosarcomes et surviennent en général dans un contexte d’enchondromatose.

Les chondrosarcomes centraux sont plus souvent localisés aux os longs ; les chondrosarcomes

périphériques sont plus souvent localisés au niveau des os plats (bassin, scapula, cotes).

d) Clinique
La symptomatologie est habituellement d’installation progressive en raison de la croissance lente de
ces tumeurs. Il peut s’agir d’'une douleur, d’une tuméfaction. Parfois ils sont découverts lors d’une

fracture pathologique.

e Imagerie
Elle permet de distinguer, comme pour les chondromes, les formes centrales et les formes
périphériques. Les formes centrales sont en général localisées aux os longs et siegent au niveau de
la métaphyse ou de la diaphyse. Il s’agit de tumeurs ostéolytiques. Dans les formes de haut grade,
les limites sont souvent moins nettes et la corticale est souvent rompue. Les chondrosarcomes
correspondent a des lésions radio-transparentes contenant des zones radio-opaques correspondant a
des calcifications intra-tumorales donnant un aspect floconneux ou en « pop corn ». Les critéres
d’agressivité sont la présence d’encoches endostéales profondes (plus des 2/3 de la corticale) et
étendues (plus des 2/3 de la hauteur de la tumeur)(13), une rupture corticale, I’extension de la masse
tumorale dans les parties molles, une réaction périostée, un rehaussement précoce apres injection de

produit de contraste.
P Anatomopathologie

(1)  Macroscopie
Il s’agit de tumeurs cartilagineuses lobulées. Les lobules cartilagineux sont blanc, nacrés ou bleu
avec parfois des zones myxoides. Ces tumeurs peuvent contenir des foyers d’ossification plus ou
moins étendus. On peut également distinguer des zones de nécrose, des kystes intra-tumoraux. On

peut apprécier I’extension aux parties molles, 1’effraction de la corticale ou son refoulement.

(2)  Microscopie
Il s’agit de lobules cartilagineux de taille et de forme irréguliéres, délimités par de fins septums
fibreux. Des fragments d’os spongieux peuvent étre englobés par la tumeur. Les chondrosarcomes

sont plus cellulaires que les chondromes. Les chondrocytes sont plus atypiques, et présentent des
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binucléations et un pléomorphisme. Les mitoses sont possibles. Il peut exister des zones de nécrose.

La matrice extracellulaire peut étre chondroide ou myxoide. L’existence de zones myxoides

représentant plus de 20% de la surface tumorale est considérée par certains auteurs comme un

¢lément de mauvais pronostic(14,15). Les chondrosarcomes dits « conventionnels » sont gradés de

1 a 3, selon la classification proposée en 1952 par O’ Neal et Ackerman(16) et reprise par

Evans(17).

Chondrosarcome de grade 1: Il correspond a une tumeur cartilagineuse trés bien

différenciée posant le probléme du diagnostic différentiel avec un chondrome. La cellularité
est légeérement augmentée par rapport a un chondrome, avec des noyaux
hyperchromatiques, des binucléations occasionnelles. On trouve de volumineuses
calcifications. Les remaniements myxoides sont réduits. Il n’y a pas d’activité mitotique.

Chondrosarcome de grade 2 : Il correspond a une tumeur de nature cartilagineuse et

manifestement maligne. La cellularité est plus élevée que pour le grade 1, en particulier en
périphérie des lobules. Les atypies nucléaires sont plus importantes, les noyaux sont
hyperchromatiques et augmentés de taille. On trouve des remaniements nécrotiques et
myxoides.

Chondrosarcome de grade 3 : Il correspond a une tumeur manifestement maligne dont la

nature cartilagineuse est difficile a établir. La 1ésion est tres cellulaire (plus que le grade 2)
avec un pléomorphisme et des atypies plus importantes que pour le grade 2. Il existe des
plages a cellules fusiformes. Les mitoses sont facilement authentifiées. Les calcifications

sont rares ou absentes. Les remaniements myxoides et nécrotiques sont marqués.

Les critéres de malignité d’une tumeur cartilagineuse sont :

Cytologiques :
0 Cellularité
0 Taille augmentée des noyaux ; anisonucléose
0 Densification chromatinienne ; chromatine vésiculeuse ; nucléole bien visible
0 Pluri-nucléations
0 Mitoses
Architecturaux :
0 Organisation en lobules de grande taille, irréguliers, séparés d’épais septums fibreux
0 La résorption des travées osseuses médullaires (encoches de résorption) et
I’englobement des travées osseuses résiduelles par la tumeur
0 L’atteinte corticale (rupture, résorption, perméation)

0 L’extension aux parties molles
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- Remaniements :
0 Les remaniements myxoides extensifs
0 Lanécrose spontanée (en dehors des territoires de calcification de la matrice)

0 La présence de kystes (liée aux remaniements myxoides et nécrotiques)

2) Diagnostic différentiel

Les chondrosarcomes a matrice myxoide ont pour diagnostic différentiel le fibrome chondro-
myxoide, qui présente paradoxalement un pléomorphisme cellulaire moins marqué, une cellularité
plus importante en périphérie des lobules et des cellules géantes en plus grand nombre dans les
septums fibreux.
Les chondrosarcomes dédifférenciés sont distingués des chondrosarcomes conventionnels de haut
grade par la démarcation abrupte qui sépare la composante chondroide (de bas grade) et la
composante mésenchymateuse.
L’ostéosarcome chondroblastique doit étre a I’esprit du pathologiste, surtout si le patient est jeune.
L’ostéosarcome est une tumeur maligne caractérisée par la production d’os ou d’ostéoide par les
cellules tumorales. Le diagnostic repose sur [’identification d’une prolifération de cellules
sarcomateuses et d’une ostéogenése d’origine tumorale. L’aspect cytologique d’un ostéosarcome est
trés variable. L’ostéogenese tumorale peut étre plus ou moins abondante. L os tumoral est souvent
immature organis¢ en fines travées conférant un aspect en «dentelle ». L’ostéosarcome
conventionnel produit une quantité variable de matrice cartilagineuse et de tissu fibreux ce qui
correspond a trois sous-types histologiques :

- L’ostéosarcome ostéoblastique : I’os et 1’ostéoide sont prédominants.

- L’ostéosarcome chondroblastique : la matrice cartilagineuse est prédominante. Elle

correspond a du cartilage tumoral de haut grade de malignité.
- L’ostéosarcome fibroblastique : 1’aspect est celui du fibrosarcome. Il existe quelques foyers
de matrice osseuse avec ou sans cartilage.

Devant une prolifération cartilagineuse tumorale de haut grade, la mise en évidence d’un foyer
d’ostéogenese tumorale, aussi minime soit-il, permet de porter le diagnostic d’ostésarcome
chondroblastique. Ces foyers sont recherchés en périphérie des lobules cartilagineux. La prise en
charge thérapeutique est différente (chimiothérapie premicre pour les ostéosarcomes). Il est donc

important de ne pas méconnaitre un foyer d’ostéogenése tumorale.

h) Génétique
Les anomalies génétiques des chondrosarcomes centraux et périphériques sont décrites dans le

chapitre ultérieur correspondant.
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i) Evolution

Les métastases sont le plus souvent pulmonaires et peuvent aussi €tre osseuses, cérébrales ou
ganglionnaires. Le risque de récidive locale, de métastase et la survie globale sont corrélées au
grade histologique. Il existe quelques variations quantitatives entre les différentes études réalisées.
Les taux de survie a 10 ans en fonction du grade histologique sont reportés dans le tableau ci-
dessous.

En 1977, Evans a réalisé une étude sur 71 chondrosarcomes. Le facteur prédictif principal de
récidive locale n’était pas le grade histologique mais la qualité de I’exérese chirurgicale.

Dans I’étude publiée dans EMC 2001 incluant 180 patients, la survie était corrélée au grade
histologique, a la récidive locale, a la localisation (une localisation pelvienne était péjorative), au

volume tumoral, a ’aneuploidie de la tumeur, et a 1’dge avancé du patient.

Tableau 1 : survie a 10 ans des patients atteints de chondrosarcome en fonction du grade
histologique.

Survie a 10 ans Etude d’Evans en 1977(17) | Article Anract, de Pinieux ez al. en 2001(14)
Chondrosarcomes grade 1 83% 83%
Chondrosarcomes grade 2 64% 60%
Chondrosarcomes grade 3 29% 5%
J) Les chondrosarcomes périostés ou juxtacorticaux

(1)  Localisation, épidémiologie
I s’agit de tumeurs cartilagineuses malignes qui se développent a la surface de 1’0s. La moyenne
d’age de survenue est de 40 ans. Ces chondrosarcomes sont rares et représentent 1 a 2% des

chondrosarcomes. Ils si¢gent plus particulierement au niveau du fémur distal et des os longs.

(2)  Clinique
En raison de leur localisation périphérique ces chondrosarcomes sont souvent symptomatiques. Ils
se manifestent par une douleur et/ou une tuméfaction. Ils sont plus volumineux que les chondromes

périostés (plus de 5 centimeétres en moyenne).

(3) Imagerie
Ce sont des Iésions radio-transparentes comportant des zones radio-opaques correspondant a des

calcifications intra-tumorales.
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(4)  Anatomopathologie
Sur le plan histologique, ils sont classés de la méme fagcon que les chondrosarcomes

conventionnels.

Figure 4 : a : chondrosarcome de grade 1 ; b : chondrosarcome de grade 2 ; ¢ et d : chondrosarcome
de grade 3(12)
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Figure 5 : « grading » histologique des chondrosarcomes(12)

k) Les chondrosarcomes mésenchymateux

(1)  Définition, épidémiologie
Il s’agit de tumeurs malignes rares caractérisées par leur bi-morphisme histologique. Elles sont
composées d’un contingent indifférencié a petites cellules rondes et d’un contingent bien différencié
compos¢ d’ilots de cartilage hyalin. Ces deux composantes n’ont pas de limite de démarcation nette
entre elles, a la différence des chondrosarcomes dédifférenciés. Les chondrosarcomes
mésenchymateux représentent 2% des chondrosarcomes. L’age de survenue est moins élevé que
pour les chondrosarcomes conventionnels, en moyenne de 26 ans. La présentation clinique n’est pas

spécifique par rapport aux autres chondrosarcomes.

(2)  Imagerie
Ils correspondent a des Iésions ostéolytiques aux limites imprécises avec ostéolyse corticale et
extension possible aux parties molles. Les calcifications intra-tumorales radio-opaques sont peu

fréquentes.
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(3)  Anatomopathologie

(a)  Macroscopie
Ces tumeurs sont d’aspect blanc-gris a gris-rose, formant des masses variant entre 3 et 30 cm de

diametre. L aspect lobulé est rare.

(b)  Microscopie
Ils correspondent a I’association d’un contingent chondrosarcomateux de bas grade a un contingent
indifférenci¢ a cellules rondes. La vascularisation est de type hémangiopéricytaire. Ces deux
contingents ne sont pas démarqués 1’un de ’autre de fagon nette. On peut voir des cellules géantes

multinuclées ostéoclaste-like.

(4)  Génétique
Une translocation Robertsonienne a été décrite intéressant les chromosomes 13 et
21 (der(13 ;21)(q10 ;q10)) et correspondant a un réarrangement caractéristique de cette tumeur(18).
La translocation t(11 ;22) du sarcome d’Ewing n’est pas présente. Bien que 60% de ces tumeurs

présentent une surexpression de p53, aucune mutation n’a été trouvée dans les régions des exons 5 a

9 du gene p53(19).

(5) Diagnostic différentiel
Sur une biopsie n’intéressant que le contingent a petites cellules rondes, les diagnostics différentiels
sont le sarcome d’Ewing, I’ostéosarcome a petites cellules, le synovialosarcome, une PNETs
(peripheral neuroendocrine tumor), ’hémangiopéricytome et le rhabdomyosarcome. Le collagene
de type 2 a été propos¢ comme marqueur diagnostique spécifique du chondrosarcome
mésenchymateux devant une biopsie posant la question du diagnostic différentiel d’une tumeur a

petites cellules rondes(20).

(6)  Pronostic
Ils sont considérés comme des chondrosarcomes de haut grade de malignité. Les métastases sont
assez fréquentes. Le risque de récidive et de métastases est élevé méme apres un long recul post-

chirurgie. Les sites métastatiques sont le poumon, les os, les tissus mous et les ganglions.
D Les chondrosarcomes a cellules claires

(1)  Définition, épidémiologie, localisation
Ces sont des chondrosarcomes associant un contingent a cellules claires majoritaire et un contingent
cartilagineux hyalin. Ce sont des tumeurs rares. Elles représentent 2 a 6% des chondrosarcomes. Le

sexe ratio est de trois hommes pour une femme. L’age de survenue est compris entre 25 et 50 ans et
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la moyenne d’age de survenue est de 34 ans. Ils sont préférentiellement situés au niveau de
I’épiphyse des os longs. Par ordre de fréquence ils atteignent 1’épiphyse proximale du fémur,
I’épiphyse proximale de I’humérus, 1’épiphyse proximale du tibia. Les atteintes du fémur et de
I’humérus représentent plus des 2/3 des chondrosarcomes a cellules claires. Les autres sites décrits
sont les vertebres, les cotes et la scapula. La présentation clinique n’est pas spécifique par rapport

aux autres chondrosarcomes.

(2)  Imagerie
Ils correspondent a des lésions ostéolytiques bien limitées au niveau de 1’épiphyse des os longs avec
un contour scléreux périphérique. Des calcifications intra-tumorales radio-opaques peuvent étre
présentes dans 30 a 50% des cas. Ces lésions sont de siege épiphysaire et s’étendent vers la
métaphyse. Les effractions corticales sont rares. Le diagnostic différentiel radiologique est

principalement le chondroblastome.
(3)  Anatomopathologie

(a)  Macroscopie
11 s’agit de 1ésions cartilagineuses de 2 a 13 cm de diametre. L’aspect peut étre rugueux et associé a

des aires kystiques.

(b)  Microscopie
Les cellules tumorales ont un cytoplasme abondant, clarifi¢ et des limites membranaires bien
visibles. Elles s’organisent en cordons et en lobules délimités par de fins septums conjonctivo-
vasculaires. Quelques cellules ont un cytoplasme éosinophile pale. Les mitoses sont rares. On peut
voir des cellules géantes multinuclées ostéoclaste-like. Il s’y associe des zones de chondrosarcome
conventionnel de bas grade avec parfois des calcifications ou des zones d’ossification réactionnelle.
Les cellules claires sont marquées en immunohistochimie par 1’anticorps anti-PS100 et anti-

Collagene 2.

(4)  Génétique
Une étude a décrit une surexpression de p53 dans plus de 40% des tumeurs étudiées sans toutefois

détecter de mutation dans les exons 5-9 du geéne de p53(21).

(5)  Pronostic, évolution
Ils sont considérés comme des chondrosarcomes de bas grade de malignité. Les récidives et les
métastases sont peu fréquentes. Les localisations métastatiques sont le poumon, le cerveau et les os.

Le risque de transformation en chondrosarcome de haut grade est exceptionnel.
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m)  Les chondrosarcomes dédifférenciés

(1)  Définition, épidémiologie
Ces chondrosarcomes sont composés de deux contingents tumoraux bien distincts avec « transition

abrupte » :

- un contingent cartilagineux bien différenci¢ de bas grade

- un contingent sarcomateux de haut grade

IIs représentent 10 & 17% des chondrosarcomes. Le sexe ratio est de 1:1. Ils siégent au niveau du
pelvis, du fémur et de ’humérus. L’age de survenue est le méme que pour les chondrosarcomes
conventionnels. La présentation clinique n’est pas spécifique, cependant 1’évolution tumorale est

plus rapide que pour les chondrosarcomes conventionnels.

(2)  Imagerie
Il s’agit d’une 1ésion ostéolytique bien limitée, souvent associée a une effraction corticale avec

extension extra-osseuse.
(3)  Anatomopathologie

(a)  Macroscopie
Classiquement on distingue une composante cartilagineuse centrale d’aspect cartilagineux bleu-gris

et lobulée et une composante périphérique extra-osseuse, hémorragique.

(b)  Microscopie
La composante cartilagineuse correspond en général a un chondrosarcome de bas grade. La
composante sarcomateuse peut correspondre a un histiocytofibrome malin, a un ostéosarcome, a un

fibrosarcome, ou a un rhabdomyosarcome.

(4)  Génétique
Les ¢études réalisées sont en faveur de 1’origine commune des deux composantes tumorales. Les
deux composantes présentaient des altérations génétiques communes, en particulier une
surexpression de p53 et une délétion identique sur I’exon 7 du géne de p53. De nombreuses

altérations génétiques différentes étaient également trouvées au sein des deux composantes(22).

(5)  Pronostic
Il s’agit de tumeurs de mauvais pronostic. La survie a 5 ans est de moins de 10%(12). Les
métastases sont fréquentes, de localisation pulmonaire puis viscérale et osseuse. 90% des patients

décedent dans les 2 ans qui suivent le diagnostic(8).
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n) Traitement
Les dossiers des patients sont toujours examinés en réunion de concertation pluridisciplinaire et la

conduite thérapeutique est décidée de facon collégiale.

(1)  Chirurgie

Le seul traitement efficace est la chirurgie carcinologique c’est-a-dire 1’exérése compléte avec
marges chirurgicales saines. L’abord chirurgical et la qualité de I’exérése varient en fonction du site
atteint, en particulier lorsque la tumeur atteint le pelvis ou les vertébres. La résection est autant que
possible conservatrice, et nécessite une reconstruction par ostéosynthése, greffe, et mise en place
d’une prothése. Une alternative au traitement conservateur, lorsque celui-ci est impossible, est
I’amputation de membre. La chirurgie des métastases pulmonaires est possible. Elles ne sont pas
considérées comme sensibles a la radiothérapie, ni a la chimiothérapie.

Différentes études tendent a démontrer que dans le cas des chondrosarcomes de grade 1, une
alternative a la chirurgie pourrait associer le curetage intra-lésionnel, la cryothérapie a I’azote

liquide et I’application de polyméthylmétacrylate(23-25).

(2)  Radiothérapie

Classiquement les chondrosarcomes ne sont pas sensibles a la radiothérapie car il s’agit de tumeurs
a croissance lente. Toutefois la radiothérapie conventionnelle peut étre proposée dans deux
situations :

- apres résection chirurgicale incompléte, pour un controle local maximal.

- lorsque la tumeur n’est pas résécable.
Dans un but curatif, des doses de plus de 60 Grays sont recommandées, cependant de telles doses ne
peuvent étre administrées aux chondrosarcomes de la base du crane et des vertebres en raison des
effets secondaires neurologiques. Or ce sont souvent dans ces localisations que I’indication sera
discutée puisque la chirurgie en marge saine sera plus difficile.
La radiothérapie par émission de protons a 1’avantage d’étre moins nocive pour les tissus
environnants est pourra étre indiquée dans les chondrosarcomes de la base du crane ou de
localisation rachidienne.
Les chondrosarcomes non résécables et douloureux présentent une indication a une radiothérapie

palliative. Les chondrosarcomes mésenchymateux sont les plus radiosensibles(26).

(3)  Chimiothérapie
Elle n’a pas montré d’effet sur les chondrosarcomes conventionnels de bas grade, les
chondrosarcomes a cellules claires et les chondrosarcomes périostés mais peut étre proposée pour

les chondrosarcomes de haut grade. Une des explications pouvant étre apportée au sujet de la
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chimiorésistance de ces tumeurs, est la surexpression du géne « multidrug resistance-1 » au sein des
cellules chondrosarcomateuses(27). On peut toutefois proposer une polychimiothérapie de type
ostéosarcome  pour les chondrosarcomes  dédifférenciés et les  chondrosarcomes

mésenchymateux(26).

(4)  Perspectives thérapeutiques
Actuellement un essai thérapeutique de phase deux intitulé « CHONDROG » teste I’efficacit¢ d’un
inhibiteur de la voie de signalisation Hedgehog (cf. chapitre 1.C, page suivante) chez les patients

atteints d’un chondrosarcome métastatique ou inopérable.
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C. Anomalies moléculaires, anomalies génétiques des tumeurs

cartilagineuses

1. La plaque de croissance
La plaque de croissance est composée de chondrocytes a différents stades de différenciation,
aboutissant a la croissance longitudinale de 1’0s. Ce phénomene est régulé par la voie de
signalisation IHH (Indian Hedgehog)/PTHLH (ou PTHrp :parathyroid hormone-related protein). La
protéine IHH est exprimée par les chondrocytes de la zone de transition, ou elle est trouvée sous
forme « diffuse » puis sous forme « de patchs » dans la zone hypertrophique, stimulant I’expression
de PTHLH. PTHLH se lie a son récepteur dans la zone de transition et sur-exprime Bcl-2, qui
inhibe la différenciation des chondrocytes et diminue la sécrétion de IHH. Par ailleurs, les génes
EXT codent pour des glycosyltransférases impliquées dans la synthése de chaines d’héparane
sulfate qui vont entrer dans la composition des protéoglycanes. Ces protéoglycanes héparanes
sulfates (HSPGs) ont un réle dans la diffusion des protéines Hedgehog, et PTHLH dans la matrice
et dans I’interaction du FGF (fibroblast growth factor) avec son récepteur. De plus une baisse ou
I’absence d’expression du géne EXT entraine une diffusion anormale de IHH, conduisant a la

formation d’ostéochondromes(12).
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Figure 6 : représentations des signaux d’IHH/PTHLH au sein de la plaque de croissance (12)

2. Génétique des chondrosarcomes secondaires centraux
Aucune anomalie chromosomique récurrente de cette maladie n’a été mise en évidence a travers les
quelques études cytogénétiques réalisées. Cependant des mutations du géne PTHR1 ont été trouvées
chez des patients présentant une enchondromatose. Une mutation de ce geéne entraine une altération
de la voie de signalisation ITHH/PTHLH(28,29). Dans la majorit¢é des enchondromes, les

mécanismes génétiques et épigénétiques n’ont pas encore été élucidés.

54



Figure 7 : modéle génétique proposé par Bovée pour le développement des chondrosarcomes
centraux(30)

La voie de signalisation Hedgehog qui intervient dans le développement des enchondromes et des
chondrosarcomes centraux est une voie thérapeutique potentielle(31,32).

Bien qu’il n’y ait pas d’anomalie des génes EXT dans les chondrosarcomes centraux, la biosynthése
du protéoglycane héparane sulfate est perturbée, ce qui perturbe la diffusion de IHH(33).

Le role de p53 n’est pas encore ¢lucidé. Cependant la surexpression de p53 et les mutations du geéne
de p53 trouvées dans les chondrosarcomes de haut grade suggerent qu’il s’agit d’un événement
tardif dans I’oncogenése(31).

Des études montraient que I’amplification de MDM2 (oncogéne inhibant 1’activité de p53) et la
perte d’expression de INK4A/p16 (inhibiteur de kinase cycline dépendante) étaient observées dans
les chondrosarcomes de haut grade, suggérant que ces anomalies pourraient avoir un réle dans la
progression tumorale(31,34).

La surexpression de la cyclooxygénase-2 a été décrite comme facteur de mauvais pronostic,
associé¢e au grade histologique et a la survie dans les chondrosarcomes(35). Cependant les essais
¢valuant 1’efficacité thérapeutique des antiCox-2 in vivo n’ont pas montré de résultat a long terme

sur la croissance tumorale des chondrosarcomes(36).
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3. Génétique des chondrosarcomes secondaires périphériques

La maladie des exostoses multiples est due & une mutation d’un des deux genes exostosin-1 (EXT-
1) ou exostosin-2 (EXT-2). EXT-1 est situé sur le chromosome 8 (8q24.11-q24.13) et EXT-2 est
situé¢ sur le chromosome 11 (11p11-12). La plupart des mutations de ces génes sont des mutations
inactivatrices, entrainant une perte de fonction de la protéine correspondante(37,38). Selon le
modele de Knudson, les deux alleles du gene EXT doivent étre inactivés pour entrainer la formation
d’un ostéochondrome. Dans la forme familiale un des deux alleles hérité est déja muté et I’alléle
normal compense sa perte de fonction jusqu’a ce qu’il soit muté lui aussi. En cas d’ostéochondrome
sporadique, les deux all¢les subissent une mutation somatique.

Dans la plaque de croissance IHH et PTHLH régulent la prolifération et la différenciation des
chondrocytes par mécanisme paracrine. Les anomalies de régulation d’ITHH sont impliquées dans la
pathogenese des ostéochondromes. Les génes EXT codent pour des glycosyltranférases impliquées
dans la synthése des chaines d’héparane sulfate, qui elles-mémes sont nécessaires a la diffusion de
IHH, PTHLH et fibroblast growth factor (FGF). Les mutations inacrivatrices de EXT-1 ou EXT-2
vont donc entrainer une dérégulation de la voie IHH/PTHLH et favoriser le développement
d’ostéochondromes.

Bovée a montré que PTH-rp et Bcl-2 (B-cell leukemia protein-2) pouvait caractériser de manicre
significative ~ en immunohistochimie la transformation maligne des ostéochondromes en
chondrosarcomes périphériques de faible ou haut grade (PTH-rp: p<0,003 ; Bcl-2 : p<0,001).
Concernant la tumorogenése des chondrosarcomes centraux leur surexpression n’intervient que

pour les chondrosarcomes de haut grade(39).
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Figure 8 : Chondrosarcomes périphériques ; un des génes EXT est inactivé pour la formation
d’ostéochondromes dans les ostéochondromes solitaires et multiples. L’instabilité génétique et
la réactivation de la voie PTHLH caractérise la transformation maligne des

ostéochondromes(12)
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Figure 9: modéle proposé par Bovée pour le développement des chondrosarcomes
périphériques (34)
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D. Difficulté du diagnostic entre chondromes et chondrosarcomes de bas

grade
Le diagnostic entre chondromes et chondrosarcomes de bas grade ainsi que la classification des
chondrosarcomes en différents grades de malignité est difficile méme pour les radiologues et
pathologistes expérimentés(40). Eefting et al. a réalisé une étude sur la variabilité inter observateur
dans le diagnostic des tumeurs cartilagineuses centrales. 16 cas ont été analysés par 18 pathologistes
spécialisés en pathologie osseuse ayant a leur disposition les clichés d’imagerie et utilisant pour
classer les tumeurs les critéres d’Evans. Cette ¢étude a mis en évidence une variation importante
dans les réponses des pathologistes entre enchondromes et chondrosarcomes de grade 1 (kappa

0.54). La distinction entre chondrosarcomes de grade 1 et 2 était également sujette a variations

(kappa : 0,80)(15).
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Figure 10 : diagnostics des 18 pathologistes par cas analysé (EC: enchondrome; CS:
chondrosarcome)(15)

Dans un deuxiéme temps 57 tumeurs comprenant des enchondromes et des chondrosarcomes de
grade 1 ont été analysées par les pathologistes selon des critéres cytologiques et architecturaux
précis afin d’évaluer le pouvoir diagnostique de chaque critére. Pour chaque tumeur, ils disposaient

d’un suivi minimal du patient de 10 ans.
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Figure 11 : paramétres cytologiques et architecturaux analysés sur les biopsies de 57 patients
présentant un enchondrome ou un chondrosarcome de grade 1(15)

Les criteres cytologiques analysés étaient :

- Laprésence de cellules binucléées (a partir de 2 cellules)

- Le pléomorphisme nucléaire (Iéger ou marqué)

- La condensation nucléaire (présente ou absente)

- La chromatine déréprimée (« open chromatine » ; présente ou absente)

- Les mitoses (présentes ou absentes)
Les criteres histologiques analysés étaient :

- La distribution des cellules (régulicre ou irrégulicre)
- La cellularit¢ (modérée ou élevée)
- L’ossification secondaire (présente ou absente)

- Les calcifications (présentes ou absentes)
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- Un englobement des lobules cartilagineux par les travées osseuses sans encoche de
résorption (« encasement » ; présent, absent ou non observable)

- La présence d’os lamellaire englobé dans la tumeur (« host bone entrapment » ; (présent,
absent, non observable)

- L’extension corticale (présente, absente, non observable)
Les parametres les plus discriminants (p<0,001) étaient :

- Laprésence d’un « host bone entrapment » (VPP = 97%)
- Le pléomorphisme nucléaire marqué (VPP = 88,2%)

- La cellularité élevée (VPP = 89,8%)

- La distribution irréguliere des cellules (VPP = 85,4%)

Par ailleurs un arbre diagnostique simple bas¢ sur la présence de remaniements myxoides de la
matrice extracellulaire > 20% et / ou la présence d’un « host bone entrapment » pour classer une

tumeur en tumeur maligne permet de classer correctement 54 tumeurs sur 57 (soit 94,7%).

Ce groupe de pathologistes propose donc une combinaison de critéres histopathologiques afin

d’optimiser la performance diagnostique et par conséquent thérapeutique. Il s’agit de :

- La cellularité (modérée ou élevée)

- Laprésence d’un « host bone entrapment »

- La chromatine déréprimée (« open chromatine » ; présente ou absente)
- La présence de remaniements myxoides dans la matrice extracellulaire

- L’age de plus de 45 ans
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Figure 12: A: host bone entrapment; B: open chromatine; C: cellularité élevée; D :
remaniements myxoides de la matrice extracellulaire(15)

1. Imagerie
Les criteres diagnostiques les plus discriminants pour différencier un chondrome et un
chondrosarcome sont (41):

- La présence de signes de résorption osseuse endostéale. Il s’agit de zones de résorption
endostéale cupuliformes étendues (plus des 2/3 de la hauteur de la 1ésion) et profondes (plus
des 2/3 de I’épaisseur de la corticale) en alternance avec des zones d’épaississement de la
corticale.

- Une rupture de la corticale osseuse

- Un envahissement des parties molles

- Une réaction périostée

- Une fixation scintigraphique de la Iésion, plus importante que la fixation de la créte iliaque.

Ces signes sont treés évocateurs d’un chondrosarcome. Cependant ils peuvent également poser des

difficultés d’interprétation et la biopsie reste indispensable pour le diagnostic.
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2. Anatomopathologie

Cytologiquement, les chondrosarcomes de grade 1 vont se distinguer des chondromes par une
légére augmentation de la cellularité, la présence de légeres atypies nucléaires, I’augmentation du
nombre de binucléations. On n’observe pas de mitose dans les chondrosarcomes de grade 1. Ces
différences cytologiques sont difficiles a évaluer et subjectives. De plus elles varient en fonction de
I’4ge du patient, de la localisation de la tumeur, du contexte fracturaire ou non. Les critéres
cytologiques sont également dépendants de la qualité de la fixation et du fixateur utilisé.

Les critéres architecturaux sont plus discriminants. Il s’agit de I’étude du rapport entre la tumeur et
I’0os préexistant. Elle nécessite une décalcification du prélevement afin de pouvoir caractériser la
structure lamellaire ou fibrillaire de I’os sous-jacent. Dans le cas d’un chondrome, 1’0s préexistant
se remodele et se moule a la surface des lobules cartilagineux tumoraux (encasement). 1l persiste
des espaces médullaires libres entre les lobules cartilagineux. Dans le cas d’un chondrosarcome, la
tumeur agresse 1’os préexistant (os lamellaire), formant des encoches de résorption et englobant des
fragments d’os résiduels. Sur un prélévement biopsique, le matériel tumoral est fragmenté et les
rapports entre la tumeur et 1’os sont difficiles a évaluer. Il est trés important pour le diagnostic
différentiel de distinguer 1’os préexistant englobé dans la tumeur (os lamellaire) de foyers
d’ossification secondaire intra-tumoraux (os fibrillaire).

La présence de remaniements myxoides occupant plus de 20% de la surface tumorale a été décrit
comme un signe témoignant du caractére malin de la tumeur(15). La nécrose chondrocytaire dans la
matrice cartilagineuse non calcifiée est également un signe en faveur de la malignité si elle est
¢tendue. Toutes les illustrations ci-dessous sont empruntées du bulletin de 1’académie internationale

de pathologie N° 52 (42).
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Figure 13 : illustrations des critéres cytologiques et architecturaux des chondromes et
chondrosarcomes, empruntées du bulletin de 1’académie internationale de pathologie
N°52(42)
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3. Marqueurs diagnostiques
PTRrP et Bcl-2 pourraient aider a différencier les ostéochondromes et les chondrosarcomes

périphériques (39).

Le marqueur de prolifération Ki-MCM6 (minichromosome maintenance protein 6) a fait I’objet
d’une étude comme marqueur diagnostique entre les chondromes et les chondrosarcomes sur 31
tumeurs. Il apparait que I’indice de marquage des cellules par MCM-6 serait corrélé au grade
histologique de la tumeur et permettrait de différencier de maniere significative enchondromes et

chondrosarcomes de grade 1(p=0,016)(43).
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E. Connaissances actuelles sur C1CP et C2CP

1. Synthése des collagénes 1 et 2
Les collageénes 1 et 2 sont des collageénes qui appartiennent a la famille des collagenes fibrillaires.
Le collagene 1 est un hétérotrimere composé de deux chaines al et d’une chaine a2. Le collagéne 2
est un homotrimére de trois chaines alpha [al1(II)]5 Les chaines a sont formées par la répétition de
trois acides aminés : la glycine, la proline et I’hydroxyproline. Dans le noyau de la cellule, ’ADN
des génes COL1 et COL2 est transcrit en ARN messager. Les pré-prochaines alpha s’assemblent
dans les polyribosomes du réticulum endoplasmique granuleux. Dans 1’appareil de Golgi les trois
chaines alpha interagissent par I’intermédiaire de ponts disulfures, formant ainsi la triple hélice de
procollagéne. Le procollageéne est excrété dans les vésicules au sein de I’espace extracellulaire. Les
procollagénes peptidases clivent les deux propeptides N et C terminaux situés aux extrémités de la
molécule de procollagéne. C’est pendant cette étape de clivage enzymatique que le procollagéne
devient le tropocollagéne. Les faisceaux de tropocollageéne s’assemblent pour former les fibrilles de

collagene.
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Figure 14 : synthése du collagéne(1)

2. Cas particulier de I’isoforme homotrimérique du collagene 1
Une forme particuliére de collagéne 1 correspond a un homotrimere de trois chaines al qui dans la
population générale ne compose qu’une fraction minime du collagénel. Il se trouve en quantité
augmentée dans diverses pathologies comme 1’ostéoporose, 1’ostéogenése imparfaite(44), ou
certains cancers(45). Ses propriétés mécaniques sont différentes du collagéne 1 hétérotrimérique, en

particulier ses capacités de fibrillogenése qui sont moindres que celles du collagéne 1
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hétérotrimérique(46). La chaine a 2 augmente les interactions hydrophobes entre les molécules de
collagene 1 hétérotrimérique, ce qui facilite la fibrillogenése(47).

Le collagéne 1 homotrimérique présente la particularité d’étre résistant aux collagénases méme
apres stimulation par des cytokines pro-inflammatoires. De plus des études expérimentales montrent
que les cellules carcinomateuses mammaires synthétisent du collagéne 1 homotrimérique. Elles
proliférent et migrent plus vite a la surface des fibres de collagéne 1 homotrimérique. Ceci qui

pourrait peut-&tre expliquer une partie du potentiel d’invasion de ces tumeurs(45,48).

3. Synthése et nature de C1CP et C2CP
C1CP (COOH-terminal propeptide of procollagen Ial) et C2CP (COOH-terminal propeptide of
procollagen Ilal) proviennent respectivement du clivage des extrémités carboxyl-peptide (COOH)
du procollagéne de type lal (homotrimérique) et de type 2al. Cette extrémité carboxyl-peptide est
clivée par une peptidase spécifique pendant la maturation extracellulaire, avant 1’étape de
fibrillation du collagéne. C3 correspond a I’extrémité C-terminal du collagéne 1 hétérotrimérique. Il
existe une grande similarité entre C3 et C1CP. C2CP est un homotrimére de chaines a1(Il). C1CP et

C2CP présentent 85% d’homologie entre eux.
4. Fonctions de C3 (grande similarité avec C1CP)

a) physiologie

- C3 participe a la formation de la triple hélice de procollagene.

- Il a un r6le de régulation de la fibrillogenése du collagene. Il maintient le procollagéne 1 a
I’état soluble avant son excrétion extracellulaire. Aprés son clivage le procollagéne devient
une protéine insoluble, le tropocollagéne.

- Il entraine un rétrocontrole sur la synthése du collagéne par liaison avec les intégrines a2f31

et alB1 a la surface des chondrocytes(49).

b) pathologie

- C3 induit de facon spécifique la migration de cellulles endothéliales et de cellules de cancer
du sein(50,51).

- (C3 active des cascades de signalisation pro-angiogéniques et pro-migratoires dans les
cellules carcinomateuses de cancers du sein en induisant 1I’expression de VEGF-A (Vascular
Endothelial Growth Factor-A) et CXCR4 (Chemokin recepor type 4), qui est le récepteur
de CXCL12 (chemokine (C-X-C motif) ligand 12))(52). CXCR4 est connu pour étre un
facteur impliqué dans la progression tumorale de plusieurs tumeurs hématologiques et
épithéliales(53). De plus VEGF-A et CXCL12 ont un effet autocrine régulateur positif 1’un

sur ’autre. VEGF-A favorise la mobilité cellulaire des cellules carcinomateuses en induisant
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la surexpression de CXCR4. Le couple CXCL12/CXCR4 augmente I’expression de VEGF-

A par les cellules tumorales.

5. Fonctions de C2CP

- C2CP est aussi appelé chondrocalcine, cette protéine se lie aux cristaux d’hydroxyapatite
dans la plaque de croissance(54).

- Le clivage de C2CP se produit dans la zone hypertrophique (dilatation du réticulum
endoplasmique) participant ainsi a la calcification du cartilage de la plaque de croissance et
a I’ossification endochondrale(55).

- C2CP est également présent dans les cartilages hyalins non calcifiés comme le nucléus
pulposus du disque intervertébral(56).

- II est le témoin de la synthése de collagéne 2 dans le cartilage arthrosique, plus
particulierement dans les zones modérément atteintes par le processus dégénératif(7).

- C2CP a été observé au niveau nucléaire suggérant un rdle de régulation de la transcription
du géne COL2(7).

- Il peut adhérer aux chondrocytes par liaison avec 1’intégrine a231(49).

6. Pourquoi s’intéresser a ces deux protéines ?
Le Docteur Jean-Baptiste Vincourt (CNRS ; équipe UMR 7561) a réalisé une cartographie des
protéines provenant de cartilage articulaire normal, arthrosique, de chondromes et de
chondrosarcomes par électrophorése bi-dimensionnelle puis spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Deux protéines d’intérét C1CP et C2CP ont été identifiées par cette approche(57,58).

a) Etude par western-blot
Ces deux protéines ont été analysées en western-blot dans deux échantillons de cartilage
articulaire, huit échantillons de chondromes, deux tumeurs cartilagineuses non classées (bénignes
ou malignes), douze chondrosarcomes conventionnels et quatre chondrosarcomes

indifférenciés(58).

C2CP ¢était fortement exprimé dans les échantillons de cartilage articulaire, dans les chondromes,
dans les deux tumeurs inclassées, dans 6 chondrosarcomes sur douze. Il n’était pas détecté dans les
chondrosarcomes dédifférenciés.

CICP était faiblement exprimé dans quatre chondrosarcomes conventionnels sur douze, dans un des
deux cartilages articulaires, dans deux des quatre chondrosarcomes dédifférenciés. Il n’était pas
détecté dans les chondromes et les tumeurs inclassées.

On peut penser que I’étude de ces deux protéines pourrait aider a caractériser des profils

d’expressions au sein des différentes tumeurs cartilagineuses.
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b) Quantification des ARN messagers par RT-PCR

Comme CICP et C2CP sont les produits des génes COLlal et COL2al, les taux d’ARNm de
COL1 et COL2 ont été comparés aux taux de protéines C1CP et C2CP dans différentes sortes
d’échantillons a savoir du cartilage d’ostéoarthrite, des enchondromes et des chondrosarcomes
conventionnels de grade 2. Le Docteur Jean-Baptiste Vincourt et al. a trouvé un niveau élevé
d’ARNm de COL2 dans les enchondromes, un niveau moins ¢élevé dans le cartilage articulaire, et
bas dans les chondrosarcomes. Ces résultats étaient corrélés aux résultats de C2CP en western-blot.

En revanche les taux d’ARNm de COL1 étaient bas dans les trois catégories d’échantillons sans
différence significative entre eux, ce qui n’était pas superposable aux résultats de C1CP en western
blot. Cela amenait a penser que le taux élevé de C1CP trouvé dans les chondrosarcomes en western-

blot n’était pas di a une surexpression du gene COLI.
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B Articular Malignancy ) Unconventional
cartilage Enchondroma ? Conventional chondrosarcoma chondrosarcoma

Figure 15 : A : électrophoreése en deux dimensions ; B : western-blot ; C : RT-PCR. Vincourt
et al. Cancer Research(58)

c) Etude de CICP et C2CP par protéines recombinantes
Jean-Baptiste Vincourt et al. a montré que C2CP sous forme immobilisée uniquement (pas sous
forme soluble) induisait une apoptose des cellules endothéliales et des cellules
chondrosarcomateuses, et C1CP n’avait pas cet effet(58). Ils ont étudié¢ le pouvoir d’induction

migratoire de C1CP et C2CP sur les cellules endothéliales. Seul CICP avait une capacité
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d’induction de migration des cellules endothéliales. L hypothése qui résulte de ces résultats est que
C2CP pourrait avoir un role anti-tumoral, et que C1CP pourrait avoir un role pro-tumoral.

Comme C3 induit 'expression de VEGF-A et CXCR4 dans les cellules carcinomateuses des
cancers du sein(52) et que la métalloprotéinase 13 (MMP-13) également appelée Collagénase-3'
pourrait étre impliquée dans la croissance tumorale des chondrosarcomes(59), Jean-Baptiste
Vincourt et al. a étudié le taux de VEGF-A, CXCR4 et MMP13 aprés incubation avec C1CP et
C2CP sous forme soluble et immobilisée.

Les deux protéines C1CP et C2CP sous forme immobilisée n’avaient pas d’effet sur la synthése de
ces trois protéines.

Sous forme soluble, C1CP et C2CP induisaient I’expression de VEGF-A de manicre similaire. Seul
C2CP induisait I’expression de MMP13. CXCR4 était surexprimé avec un facteur 10 par CICP et
un facteur 200 par C2CP.

C2CP sous forme soluble semblait favoriser I’expression de génes corrélés au développement de la
vascularisation et au pouvoir métastatique des cellules chondrosarcomateuses de manicre plus

¢vidente que C1CP. Ces résultats n’allaient pas dans le sens d’un role anti-tumoral de C2CP.

' La MMP-13 est exprimée par les chondrocytes humains pendant ossification feetale, ainsi que dans les pathologies
inflammatoires et dégéneratives des articulations comme 1’arthrose. Elle dégrade la triple hélice des collagénes
fibrillaires en particulier le collagéne de type 2.
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Figure 16: séquences en acides-aminés de CICP et C2CP. Vincourt et al. Cancer

Research(58)
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Partie 11 : Matériel et méthode

A. Constitution d’une population de patient

1. Caractéristiques des échantillons étudiés, critéres d’inclusion dans
I’étude
80 échantillons ont été analysés, 34 chondromes, 46 chondrosarcomes, 5 prélévements de cartilage
arthrosique, et 6 prélévements de cartilage sain.
Les échantillons étudiés provenaient de piéces opératoires, de biopsies chirurgicales, ou de biopsies
scanno-guidées. Nous avons travaillé sur du matériel inclus en paraffine. Nous avons d’abord
recherché les patients pour lesquels le diagnostic de chondrosarcome avait été porté entre 2000 et
2009. Puis pour chaque patient, nous avons relu les lames afin de choisir celle qui représentait le
mieux les caractéristiques morphologiques de la tumeur. Enfin nous n’avons retenu dans notre
s¢lection que les patients pour lesquels nous ne risquions pas d’épuiser le matériel archivé.
Nous avons procédé de la méme facon pour les chondromes. La moyenne du suivi des patients est

de 38 mois.

a) Chondrosarcomes
Entre 2000 et 2009, nous avons recensé 50 tumeurs pour 48 patients. Sur les 50 prélévements
analysés, 4 ont été exclus de notre étude.

- Deux prélévements ont été exclus car il s’agissait uniquement de matériel biopsique sans
piece opératoire. Nous avons considéré qu’il n’y avait pas assez de matériel pour notre
étude.

- Deux prélevements ont été techniqués et exclus secondairement car ils ¢étaient
ininterprétables en raison du décollement de la lame.

Nous avons donc retenus 46 tumeurs pour 44 patients :

- 10 chondrosarcomes de grade 1 pour 9 patients (pour un patient nous avons analysé¢ la
biopsie ainsi que la piece opératoire).

- 24 chondrosarcomes de grade 2 pour 23 patients (pour un patient nous avons analysé la
piece de résection puis la biopsie de la récidive trois ans plus tard).

- 5 chondrosarcomes de grade 3 pour 5 patients.

- 2 chondrosarcomes mésenchymateux pour 2 patients.

- 4 chondrosarcomes dédifférenciés pour 4 patients.

- 1 chondrosarcome a cellules claires.
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b) Chondromes
Entre 2000 et 2009, 169 patients ont été opérés et pour certains d’entre eux a plusieurs reprises. 134
patients ont été exclus des le début car il y avait peu de matériel et celui-ci était trop fragmenté.
Nous avons sélectionné 36 tumeurs pour 35 patients. Apres les étapes techniques, 34 tumeurs pour

33 patients sont retenues. Deux prélévements ont été exclus pour décollement.

c) Cartilages sains et cartilages arthrosiques
Notre sélection de cartilages sains provient de pi¢ces opératoires de patients amputés dans un
contexte d’ostéosarcome restant situ¢ a distance du cartilage articulaire. Notre sélection de
cartilages arthrosiques provient d’interventions d’arthroplasties de hanche ou de genou avec mise en

place de protheses.
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Tableau 2 : données cliniques

N°SEXE AGE LOCALISATION GRADE TRAITEMENT RADIOTHERAPIE CHIMIO RECIDIVE METASTASE SUIVI(MOIS)
1 F 12 fémur gauche 0 biopsie exérese non non non N 40
2 F 6 tibia gauche 0 biopsie exérese non non non N 94
3 F 13 fémur droit 0 exérese non non non N 30
4 F 9 tibia gauche 0 biopsie exérese non non non N 61
5 F 24 humérus gauche 0 curetage non non non N 28
6 M 13 humérus gauche 0 curetage greffe non non non N 1
7 F 13  métacarpe droit 0 exérese comblement non non non N 38
8 M 42 PID5G 0 exérese curetage non non non N 0
9 M 41 PI1D4D 0 curetage comblement non non non N 0
10 F 37 tibia droit 0 biopsie exérése non non non N 59
11 F 44 humérus gauche 0 curetage non non non N 0
12 F 18 3eme cote D 0 chirurgie élargie non non non N 72
13 M 43 fémur gauche 0 curetage comblement non non non N 72
14 F 39 fémur droit 0 curetage non non ? ? 0
15 M 27 humérus droit 0 curetage comblement non non non N 6
16 F 57 humérus gauche 0 biopsie exérése non non non N 16
17 F 40 fémur droit 0 biopsie exérése non non non N 30
18 F 48 fibula gauche 0 curetage non non non N 7
19 M 33 P1,2,3D2G 0 curetage comblement non non non N 3
20 F 46 humérus droit 0 exéreése comblement non non non N 12
21 F 53 fibula gauche 0 biopsie exérese non non non N 28
22 M 61 PIDIG pied 0 biopsie exérese non non non N 1
23 M 51 humérus droit 0 exérese comblement non non non N 23
24 F 52 tibiadroit 0 curetage comblement non non non N 17
25 M 50 fémur gauche 0 biopsie exérese non non non N 26
26 M 42 PID2D 0 curetage comblement non non non N 0
27 M 63 PIDIG pied 0 curetage comblement non non non N 3
28 F 45 4°métacarpe gauche 0 curetage comblement non non non N 10
29 F 51 P2D4D 0 curetage greffe non non non N 14
30 M 23 PI1D4G 0 exérese comblement non non oui N 3
31 M 26 fémur droit 0 curetage non non non N 11
32 F 39 humérus gauche 0 biopsie sous scanner non non ? ? 0
33 M 33 P2D4G 0 curetage comblement non non non N 5
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69 F 77 cotes 3,4,5 droites dédif  chirurgie marges + oui non oui (0] 14
70 F 67 ethmoide gauche 2 chirurgie sans autre info non non oui N 158
71 F 86 fémur droit dédif  chirurgie marges + non non non N 2
72 M 78 vertébre T3 2 chirurgie marges + oui non oui N 44
73 M 28 tibia gauche 2 perdu de vue ? ? ? ? 0
74 F 58 fémur gauche 3 chirurgie marges + non non non o 5
75 F 56 cubitus droit 1 biopsie exérése non non non N 31
76 F 56 cubitus droit 1 chirurgie marges + non non non N 31
77 M 53 P1D2D pied 2 chirurgie élargie non non non N 24
78 F 53  fémur gauche 2 chirurgie élargie non non non o 33
79 M 74 ethmoide droit 2 chirurgie marges non évaluables non non oui N 6
80 F 58 scapula gauche 2 chirurgie marges + non non non N 18

Grade 0 = chondromes ; grades 1,2,3 = chondrosarcomes de grades 1,2,3 ; CC = chondrosarcome a cellules claires ; més = chondrosarcome mésenchymateux ; dédif =
chondrosarcome dédifférencié ; lignes en gras = patient décédé
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B. Immunohistochimie

1. Préparation des lames
La détection de CICP et C2CP est réalisée sur coupes ¢€paisses de 5 um, montées a 1’eau
distillée sur des lames Superfrost plus (LABONORD), séchées pendant une heure sur une
platine chauffante a 40°C puis placées a 1’¢tuve une nuit a 37°C. Les coupes sont
déparaffinées par immersion dans du Tissue clear (MEDITE) pendant dix minutes, puis
réhydratées par passage dans des bains successifs d’éthanol de concentration décroissante
( alcool absolu, alcool 95° , alcool 70°) pendant cinq minutes, puis immergées dans 1’eau

courante cing minutes.

2. Inversion des conséquences de la fixation formolique
Les lames, disposées dans un porte lames, sont plongées dans un récipient contenant un
tampon citrate 0,1M pH 6,0 comportant pour 500ml : 9ml d’acide citrique 0,1M, 41ml de
citrate de sodium 0,1M et 450ml d’eau distillée pour compléter. L’ensemble est placé au bain-
marie a 65°C pendant trente minutes. Les lames sont ensuite rincées a 1’eau distillée. Les
coupes sont cerclées au vernis hydrophobe afin de limiter I’écoulement des solutions
d’anticorps. Les lames sont ensuite immergées dans un tampon TBST pH 7,4 pendant 5
minutes, puis égouttées et disposées a 1’horizontal dans des chambres humides. Le tampon

TBST est composé pour 1L de 12.1g de tris HCL, de 8.77g de NaCl, de 50ul de Tween 20.

3. Digestion enzymatique
La digestion enzymatique est nécessaire pour couper les protéoglycanes de la matrice
extracellulaire afin de faciliter la diffusion de [’anticorps primaire. Les enzymes sont
conservées au congélateur a -20°C. Les lames sont disposées dans des chambres humides. Le
milieu de digestion a base de hyaluronidase (500U/ml) et chondroitinase (1U/ml) est déposée
sur chaque lame. L’incubation dure 2 heures a 37°C. Les lames sont ensuite rincées deux fois

de suite par immersion dans le tampon TBST pendant 5 minutes.

4. Blocage des peroxydases endogenes
Le blocage des peroxydases endogenes se fait en chambre humide. Des gouttes du kit de
blocage (kit dako LSAB + system-HRP K0679) sont déposées sur chaque lame. L’incubation
dure 20 minutes en chambre humide a température ambiante. Les lames sont ensuite rincées

trois fois de suite dans le tampon TBST pendant cinq minutes.
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Le blocage des sites non spécifiques se fait en chambre humide. Des gouttes de la solution
BSA 5% (5g d’albumine diluée dans 100ml de tampon citrate) sont déposées sur chaque

lame. L’incubation dure 1 a 2 heures a température ambiante en chambre humide.

Les coupes sont ensuite incubées avec 1’anticorps primaire dilué dans la solution de BSA 5%,

pendant une nuit, en chambre humide, a 4°C, a I’abri de la lumiére.

Tableau 3 : anticorps utilisés en immunohistochimie et conditions techniques

anticorps caractéristiques dilutions Références commerciales
C1CP Polyclonal de poulet 1/200 Eurogentech
C2CP Polyclonal de lapin 1/200 Eurogentech

Les lames sont ensuite rincées dans le tampon TBST pendant 5 minutes quatre fois de suite.

5. Détection des anticorps primaires: incubation de D’anticorps
secondaire couplé a la biotine
Pour CICP [Danticorps secondaire (anticorps anti-poulet de cheévre biotiné, Santacruz
biotechnology) est dilu¢ au 1/100. L’anticorps est déposé sur chaque lame et I’incubation dure

30 minutes en chambre humide a température ambiante.

Pour C2CP I’anticorps secondaire anti lapin du kit dako LSAB + system-HRP K0679 est
déposé sur chaque lame et I’incubation dure 30 minutes en chambre humide a température
ambiante. Les lames sont ensuite rincées dans le tampon TBST pendant 5 minutes quatre fois

de suite.

La solution de streptavidine (kit dako LSAB + system-HRP K0679) est déposée sur chaque
lame. L’incubation dure 30 minutes en chambre humide a température ambiante. Les lames
sont ensuite rincées dans le tampon TBST pendant 5 minutes quatre fois de suite. Les lames

sont ensuite rincées dans 1’eau distillée pendant 5 minutes deux fois de suite.

6. Révélation avec la solution chromogene-substrat (DAB : di-amino-
benzidine)
L’¢tape de révélation est effectuée sous contrdle microscopique, aprés dépdt de quelques
gouttes de solution de DAB (kit dako). Lorsque l’intensité du signal est satisfaisante, en
moyenne entre 5 et 8§ minutes, la réaction est stoppée par immersion dans 1’eau distillée

pendant cinq minutes deux fois de suite.
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7. Montage des lames
Les lames sont contre-colorées pendant 10 secondes dans 1’hématoxyline, puis sont rincées
deux fois de suite a I’eau distillée pendant 5 minutes. Aprés déshydratation dans 1’éthanol
absolu, trois fois de suite, pendant cinq minutes, les lames sont ensuite immergées dans un
bain de toluéne pendant cinq minutes, trois fois de suite, et les lamelles sont montées a

I’Eukitt® (LABONORD).

8. Témoins négatifs
Des lames ont ¢été réalisées comme témoins négatifs d’une part sans anticorps primaire et

d’autre part sans anticorps secondaire.

C. Analyse
Les lames d’immunohistochimie ont été lues de fagon indépendante par deux observateurs

(JMV, CLD). L’évaluation a porté sur les critéres suivants :

- La distribution du marquage dans la matrice extracellulaire a été cotée de 1 a 4 en
fonction du pourcentage de surface marquée :
0 1:0a5% de la surface marquée
0 2:62a25% de la surface marquée
0 3:26a50% de la surface marquée
0 4 :plusde 50% de la surface marquée
- L’intensité du marquage dans la matrice extracellulaire a été cotéede 1 a 3 :
0 1 :marquage léger
0 2 :marquage modéré
0 3 :marquage fort
- Un score a été calculé pour chaque protéine en multipliant I’intensité par la
distribution.
- Le marquage intra-cytoplasmique a ¢été analysé en fonction de sa répartition et de
son intensité en quatre classes :
0 marquage focal de faible intensité
0 marquage diffus de faible intensité
0 marquage focal de forte intensité
0]

marquage diffus de forte intensité
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D.  Statistiques
La saisie des données a ¢été réalisée a 1’aide du logiciel EXEL. L’analyse statistique a été
réalisée a 1’aide de madame le docteur Phi Linh Nguyen Thi et de madame le docteur Elodie

Speyer, du Service d'Epidémiologie et Evaluation Cliniques du CHU de Nancy.

Les données qualitatives font 1’objet d’une comparaison par test de Chi-2, ou par test exact de
Fischer en cas de faible effectif. Les données quantitatives font I’objet d’une comparaison par

test de Wilcoxon. Le résultat est considéré comme significatif si la valeur de p est inférieure a

5%.
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Partie III : Résultats

A. Caractéristiques de la population

1. Chondromes
34 tumeurs pour 33 patients ont été analysées.
Localisation : 12 chondromes des extrémités ; 21 chondromes des os longs ; 1 chondrome
costal.
Enchondromatose : 4 patients présentaient une maladie d’Ollier, 1 patient présentait un
syndrome de Maffucci.
Traitement : Tous les patients présentant un chondrome ont été traités par curetage, exérése
et comblement par ciment. Ils n’ont pas regu de radiothérapie ou de chimiothérapie adjuvante.

Récidives : Un des patients a développé une récidive, il s’agissait d’un chondrome des

extrémités.

2. Chondrosarcomes

a) Chondrosarcomes de grade 1 (n=9)

Traitement recu en premiére ligne Nombre de patients
Chirurgie (marges saines) 3
Chirurgie (marges tumorales) Irm, Im, 1
Chirurgie (marges saines mais proches) 1
Chirurgie (marges non évaluables) 1
Curetage comblement 1 (Ollier)

r : récidive ; m : métastase.

Localisation : 6 ¢taient situés au niveau des os longs ; 2 étaient situés au niveau du bassin ; 1
¢tait situé au niveau des vertebres.

Traitement : 1 a été traité par curetage comblement, 3 ont été traités par chirurgie élargie, 3
ont été traités par chirurgie avec marges positives, 1 a été traité par chirurgie (marges saines
mais proches), 1 a été traité par chirurgie (marges non évaluables). Ils n’ont pas recu de

radiothérapie ou de chimiothérapie adjuvante.
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Récidives : Sur les neuf patients, un a présent¢é une récidive, il s’agissait d’un
chondrosarcome des os longs ayant bénéficié d’une chirurgie avec marges positives. La
récidive correspondait a un chondrosarcome de grade 2.

Métastases : Sur les neuf patients deux ont développé des métastases, il s’agissait pour I'un
d’entre eux du patient ayant €galement présenté une récidive. Pour le second patient, il

s’agissait d’un chondrosarcome du bassin.

b) Chondrosarcomes de grade 2 (n=22)

Traitement recu en premiére ligne Nombre de patients/évolution
Curetage/radiothérapie Irmc

Chirurgie (marges saines) 2m, 7

Chirurgie (marges Irm

saines)/radiothérapie/chimiothérapie

Chirurgie (marges tumorales) 2
Chirurgie (marges tumorales) 2, 1r
radiothérapie

Chirurgie (marges proches) 1

Chirurgie (marges proches) radiothérapie |2

Chirurgie (marges non évaluables) Ir
Chirurgie (marges non évaluables) 1
radiothérapie

Chirurgie (sans autre information) Ir
Perdu de vue apres la biopsie 1(Ollier)

r: récidive ; c : chirurgie ; m : métastase.

Localisation : 8 étaient situés au niveau des os longs ; 4 étaient situés au niveau du bassin ; 3
étaient situés au niveau des os de la face ; 2 étaient situés au niveau des extrémités ; 2 étaient
situés en extra-squeletique ; 2 étaient situés au niveau des cotes ; 1 était situé¢ au niveau de la
scapula ; 1 était situé au niveau d’une vertebre.

Traitement : 10 ont bénéficié d’une chirurgie élargie premicre et un de ces patients a regu
une radiothérapie et une chimiothérapie, a présenté une récidive et développé des métastases,
il s’agissait d’un chondrosarcome du métacarpe. Deux autres patients ont développé des

métastases, il s’agissait de chondrosarcomes des os longs.
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1 patient a bénéficié d’un curetage/radiothérapie initialement sur des criteéres radiologiques
(non obtenus). Il a présenté une récidive deux ans plus tard, a été opéré par chirurgie élargie.
Il a également développé des métastases. Il s’agissait d’un chondrosarcome du tibia.

1 a été perdu de vue apres le diagnostic. Il présentait une maladie d’Ollier.

5 patients ont été opérés avec des marges chirurgicales positives. 3 des 5 ont bénéfici¢ d’une
radiothérapie. 1 des 3 a présent¢ une récidive, il s’agissait d’un chondrosarcome de
localisation vertébrale.

3 patients ont ét€¢ opérés avec des marges saines mais proches de la tumeur. 2 des 3 ont
bénéfici¢ de radiothérapie adjuvante. Aucun patient n’a présenté de récidive.

Pour 2 patients les marges n’étaient pas évaluables. 1 des 2 a bénéficié d’une radiothérapie
adjuvante et le second a présenté une récidive.

Pour un patient, le traitement a consisté en une chirurgie sans autre indication sur les marges
(chirurgie ancienne et lieu inconnu). Il a présent¢ une récidive. Il s’agissait d’un
chondrosarcome de 1’ethmoide.

Récidives : 5 patients ont présenté une récidive, il s’agissait du patient traité initialement par
curetage/radiothérapie (chondrosarcome du tibia), d’un patient opéré avec marges
chirurgicales saines (Iésion du métacarpe), d’un patient traité par chirurgie avec marges
chirurgicales positives (Iésion de la vertebre T3), d’un patient traité par chirurgie dont les
marges n’étaient pas évaluables (I1ésion de I’ethmoide), et d’un patient traité par chirurgie sans
autre information sur les marges chirurgicales (Iésion de 1’ethmoide).

Métastases : 4 patients ont développé des métastases. Il s’agissait du patient traité
initialement par curetage/radiothérapie, et de 2 patients traités par chirurgie ¢élargie (1ésion du

métacarpe et 1ésion du fémur pour 2 patients).

c) Chondrosarcomes de grade 3 (n=5)

Traitement de premiere ligne Nombre de patients / évolution
Chirurgie (marges saines) I, IrmR

Chirurgie (marges tumorales) Im (Ollier)

Chirurgie (mages tumorales) / Ir

radiothérapie

Chirurgie (marges tumorales) / 1?

chimiothérapie

R : radiothérapie ; r : récidive ; m : métastase ; ¢ : chirurgie.
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Localisation : 2 étaient situés au niveau des os longs. 1 était situ¢ au niveau de la paroi
thoracique. 1 était situé¢ au niveau du bassin. 1 était situé au niveau du maxillaire inférieur.
Enchondromatose : 1 des 2 chondrosarcomes des os longs concernait un patient présentant
une maladie d’Ollier.

Traitement : 2 patients ont bénéfici¢ d’une chirurgie élargie avec marges saines. 1 des 2 a
présenté une récidive, développé des métastases et a bénéficié de radiothérapie sur la récidive.
3 patients ont bénéficié d’une chirurgie avec marges positives. 1 des trois a présenté une
récidive malgré la radiothérapie adjuvante. Le second atteint de maladie d’Ollier a développé
des métastases. Le troisieme avait recu une chimiothérapie préalable, nous n’avons pas pu
obtenir de données cliniques ultérieures a la chirurgie.

Récidives : 2 patients ont récidivé, un avait bénéficié d’une chirurgie avec marges saines
(bassin) et 1’autre avait bénéfici¢é d’une chirurgie avec marges en zone tumorale (fémur,
maladie d’Ollier).

Métastases : 3 patients ont développé des métastases. 1 avait bénéficié de la chirurgie élargie

et les 2 autres avaient bénéfici¢ d’une chirurgie avec marges en zone tumorale.

d) Chondrosarcomes dédifférenciés (n=4)

Traitement de premiere ligne Nombre de patients / évolution
Chirurgie avec marges tumorales Ir, 1

Chirurgie avec marges tumorales/ Irm

radiothérapie

Chirurgie avec marges non évaluables Im

r : récidive ; m : métastase.

Localisation : 2 étaient situés sur les os longs, 1 sur la mandibule et 1 sur I’arc costal.
Traitement : 3 ont été opérés et les marges chirurgicales étaient en zone tumorale. 1 des 3 a
bénéficié d’une radiothérapie (localisation costale). 1 a été opéré et les marges chirurgicales
n’¢étaient pas évaluables (humérus).

Récidives : 2 ont présenté¢ une récidive. Il s’agissait du chondrosarcome costal (marges
positives, radiothérapie) et du chondrosarcome de la mandibule (marges positives).
Métastases : 2 ont développé des métastases. Il s’agissait du chondrosarcome costal (marges

positives, radiothérapie) et du chondrosarcome de 1’humérus (marges non évaluables).
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e) Chondrosarcomes mésenchymateux (n=2)

Traitement de premiere ligne Nombre de patients
Chirurgie marges saines 1

Chirurgie marges Irm
saines/radiothérapie/chimiothérapie

r : récidive ; m : métastase.

Localisation : les 2 étaient localisés aux os longs.

Traitement : les 2 ont bénéficié d’une chirurgie élargie avec marges saines. 1 des 2 a
bénéfici¢ d’une radiothérapie et d’une chimiothérapie.

Récidives : 1 des 2 a présenté une récidive. Il s’agissait du patient ayant regu les thérapies
adjuvantes.

Métastases : 1 des 2 a développé des métastases. Il s’agissait du patient ayant regu les

thérapies adjuvantes.

/] Chondrosarcome a cellules claires (n=1)
Localisation : il était situé au niveau du tibia.
Traitement : Il a bénéfici¢ d’un curetage et de radiothérapie.
Récidives et métastases: Il a présenté une récidive, a développé des métastases, et a bénéficié

d’une chirurgie élargie apres la récidive.
B. Immunohistochimie

1. Tableaux des résultats de C1CP et C2CP
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Tableau 4 : résultats du marquage en immunohistochimie
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;2 m 43 B D313 D
53 1I 3 1 3 0 0 0 0 0

6 ... v b 0o o & b
55 1I 4 2 8 2D 1 1 1 2D

% v 4 . B o 1 1 I
57 dédif 2 2 4 0 0 0 0 1D

s v 2.2 4 0 27 2 4 a0
59 11T 2 2 4 0 0 0 0 1F

7

69 dedif 4 2 8 0 3 2 6 1D

71 dedif 2 2 4 1D 2 1 2 1F
2 T T S S VRN U
73 1I 4 2 8 2D 0 0 0 2D
7 w0 ¢ ¢ & 0 0 0 I
75 I 3 2 6 1F 3 2 6 2D
e 0o o ¢ b 7 5 6 0
77 1I 3 2 6 0 0 0 0 1D
I R T T R
79 1I 4 3 12 0 0 0 0 2D

Légende : Distrib = distribution ;IC = intra-cytoplasmique ; 0 = chondrome ; I = chondrosarcome de gradel ; I =
chondrosarcome de grade 2; III = chondrosarcome de grade 3 ; dédif = chondrosarcome dédifférencié ; c.cl =
chondrosarcome a cellules claires ; més = chondrosarcome mésenchymateux ; D = diffus ; F = focal ; ¥ = zones C2CP
intenses .
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2. Comparaison chondromes versus chondrosarcomes
Distribution de C1CP : 82,4% des chondromes présentent moins de 50% de leur
surface marquée. 45% des chondrosarcomes présentent plus de 50% de leur surface
marquée (p=0,0097).
Intensité de C1CP : Il n’y a pas de différence significative. 76,5% des chondromes et
84,8% des chondrosarcomes présentent un marquage modéré a fort de la matrice.
score de C1CP : la moyenne des scores des chondromes est de 5,5. La moyenne des
scores des chondrosarcomes est de 7,2. Ce résultat n’est pas significatif (p=0,054)
mais il montre une tendance a un score plus élevé dans les chondrosarcomes.
CI1CP intra-cytoplasmique : Il n’y a pas de différence significative.
Distribution de C2CP : On observe que 50% des chondrosarcomes n’ont pas de
marquage avec C2CP.
Intensité de C2CP : 71,7% des chondrosarcomes ont un marquage absent ou de faible
intensité avec C2CP.
Score de C2CP : La moyenne des scores de C2CP dans les chondromes est de 3,6. La
moyenne des scores de C2CP dans les chondrosarcomes est de 2,5. Cette différence
est significative (p=0,0279).
C2CP intra-cytoplasmique : Le marquage des C2CP intra-cytoplasmique concerne
97,1% des chondromes et 91,3% des chondrosarcomes. Il n’y a pas de différence

significative.
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Tableau S : comparaison entre les chondromes et les chondrosarcomes

| sexe
Homme
Femme
| grade
chondrome
Grade 1
Grade 2
Grade 3
Mésenchymateux
Cellules claires
Dédifférencié
| Distribution de C1CP dans la matrice en 5 ¢
Pas de marquage
1 2 5% de la surface marquée
6 a2 25% de la surface marquée
26 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée
| Distribution de C1CP dans la matrice en 2 ¢
0 a 50% de la surface marquée
plus de 50% de la surface

| Intensité de C1CP dans la matrice en 4 classes

Pas de marquage
Léger

Modéré

Fort

| Intensité de C1CP dans la matrice en 2 classes

Peu ou pas de marquage

Marquage modéré a fort
| Score de C1CP

0

0N B W —

9
12

Score total C1CP

CI1CP intra-cytoplasmique en S classes
pas de marquage
diffus faible
focal faible
diffus fort
focal fort

| CI1CP intra-cytoplasmique en 3 classes

pas de marquage
diffus
focal

Chondromes
N=34 (42.5%)
N %/moy
15 44,1
19 55,9
34 100
lasses
10 29,4
9 26,5
9 26,5
6 17,6
lasses
28 82,4
6 17,6
8 23,5
12 353
14 41,2
8 23,5
26 76,5
6 17,6
4 11,8
2 59
3 8,8
9 26,5
2 5,9
4 11,8
4 11,8
34 5.5
21 61,8
1 29
9 26,5
3 8,8
21 61,8
4 11,8
9 26,5

ET*

3,6

Chondrosarcomes
N=46 (57.5%)
N %/moy
25 54,3
21 45,7
10 21,7
24 52,2
5 10,9
2 43

1 2,2
4 8,7
2 43
5 10,9
7 15,2
11 23,9
21 45,7
25 54,3
21 45,7
5 10,9
19 41,3
20 43,5
7 15,2
39 84,8
2 43
2 43
2 43
3 6,5
8 17,4
5 10,9
5 10,9
4 8,7
15 32,6
46 7,2
21 45,7
6 13
10 21,7
9 19,6
21 45,7
15 32,6
10 21,7

ET*

4,1

p**

0,3656

<0,0001

0,0227

0,0097

0,3574

0,3942

0,0664

0,054
0,1894

0,1018
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Chondromes
N=34 (42.5%)

N

| Distribution de C2CP dans la matrice en 5 classes

Pas de marquage

1 2 5% de la surface marquée

6 a4 25% de la surface marquée
26 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée

8
6
10
6
4

| Distribution de C2CP dans la matrice en 2 classes

0 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée
| Intensité de C2CP dans la matrice en 4 classes
Pas de marquage
Léger
Modéré
Fort
| Intensité de C2CP dans la matrice en 2 classes
Peu ou pas de marquage
Marquage modér¢ a fort
| Score C2CP
0

0N B WM~

9
12
Score total C2CP
C2CP intra-cytoplasmique en 5 classes
pas de marquage
diffus faible
focal faible
diffus fort
focal fort
| C2CP intra-cytoplasmique en 3 classes
pas de marquage
Diffus
Focal
| métastases
Meétastases présentes
Pas de métastase
Manquant

* écart-type

30
4

8
11

9

—_
Nl

15

W NN — ONWWwnk b~ oo

oo —

%/moy

23,5
17,6
29,4
17,6
11,8

88,2
11,8

23,5
32,4
17,6
26,5

55,9
44,1

23,5
11,8
14,7
8,8
8,8
17,6
2,9
5,9
5,9
3,6

2,9
23,5
29,4
38,2
59

2,9

61,8
35,3

100

ET*

3,5

Chondrosarcomes

N=46 (57.5%)

N

AR~ = RN — WM

o)}

10
15

29
13

13
31

%/moy

50

17,4
10,9
10,9
10,9

89,1
10,9

50
21,7
15,2
13

71,7
28,3

50
15,2
6,5
2,2
4,3
8,7
2,2
2,2
8,7
2,5

8,7
30,4
21,7
32,6
8,7
28,3

29,5
70,5

ET*

3,8

p**

0,0926

0,0948

0,1614

0,2405

0,0279
0,7651

0,5365

0,0004

** Test du Chi-2 ou test exact de Fisher pour variables qualitatives, test de Wilcoxon pour les variables

quantitatives
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3. Comparaison tumeurs de bon pronostic versus tumeurs de mauvais
pronostic
Le groupe « bon pronostic » comprend les chondromes, les chondrosarcomes de grade 1 et le

chondrosarcome a cellules claires.

Le groupe « mauvais pronostic » comprend les chondrosarcomes de grade 2 et 3, les

chondrosarcomes mésenchymateux et les chondrosarcomes dédifférenciés.

- Distribution de C1CP : 77,8% des tumeurs de bon pronostic ont moins de 50% de
leur surface marquée par C1CP. 48,6% des tumeurs de mauvais pronostic ont plus de
50% de leur surface marquée par C1CP. Ce résultat est significatif (p=0,0177).

- Intensité de C1CP: Il n’y a pas de différence significative. 77,8% des tumeurs de
bon pronostic et 85,7% des tumeurs de mauvais pronostic ont un marquage modéré a
fort par C1CP.

- Score de C1CP : La moyenne des scores de C1CP dans les tumeurs de bon pronostic
est de 5,9. La moyenne des scores de C1CP dans les tumeurs de mauvais pronostic est
de 7,2. Cette différence n’est pas significative.

- CI1CP intra-cytoplasmique : Il n’y a pas de différence significative. Cependant on
note que 55,6% des tumeurs de bon pronostic et 48,6% des tumeurs de mauvais
pronostic n’ont pas de marquage intra-cytoplasmique avec C1CP.

- Distribution de C2CP: 57,1% des tumeurs de mauvais pronostic n’ont pas de
marquage avec C2CP. Il existe une différence significative par rapport au groupe des
tumeurs de bon pronostic (p=0,0169).

- Intensité de C2CP : 57,1% des tumeurs de mauvais pronostic n’ont pas de marquage
avec C2CP. Il existe une différence significative par rapport au groupe des tumeurs de
bon pronostic (p=0,0253).

- Score de C2CP : La moyenne des scores de C2CP dans les tumeurs de bon pronostic
est de 3,4. La moyenne des scores de C2CP dans les tumeurs de mauvais pronostic est
de 2,3. Cette différence est significative (p=0,0152).

- C2CP intra-cytoplasmique : Il n’y a pas de différence significative. Cependant on
note que 95,6% des tumeurs de bon pronostic et 91,4% des tumeurs de mauvais

pronostic ont un marquage intra-cytoplasmique avec C2CP.
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Tableau 6 : comparaison entre les tumeurs de bon pronostic (chondromes, chondrosarcomes de
grade 1 et chondrosarcome a cellules claires) et les tumeurs de mauvais pronostic
(chondrosarcomes de grade 2, 3, dédifférenciés et mésenchymateux)

Bon pronostic Mauvais pronostic
N=45 (56.3%) N=35 (43.8%)
N %/moy ET* | N %/moy ET* p**
| sexe 0,822
Homme 22 48,9 18 51,4
Femme 23 51,1 17 48,6
| grade <0,0001
chondrome 34 75,6
Grade 1 10 22,2 .
Grade 2 . 24 68,6
Grade 3 . 5 14,3
Meésenchymateux . 2 5,7
Cellules claires 1 2,2 .
Dédifférencié . 4 11,4
| Distribution de C1CP dans la matrice en 5 classes 0,146
Pas de marquage 1 2,2 1 2,9
1 4 5% de la surface marquée 10 22,2 5 14,3
6 4 25% de la surface marquée 11 24.4 5 14,3
26 a 50% de la surface marquée 13 28,9 7 20
>50% de la surface marquée 10 22,2 17 48,6
| Distribution de C1CP dans la matrice en 2 classes 0,018
0 a 50% de la surface marquée 35 77,8 18 51,4
>50% de la surface marquée 10 222 17 48,6
| Intensité de C1CP dans la matrice en 4 classes 0,624
Pas de marquage 1 2,2 1 2,9
Léger 9 20 4 11,4
Modéré 15 333 16 45,7
Fort 20 444 14 40
| Intensité de C1CP dans la matrice en 2 classes 0,404
Peu ou pas de marquage 10 222 5 14,3
Marquage modéré a fort 35 77,8 30 85,7
| Score C1CP 0,156
0 1 2,2 1 2,9
1 6 13,3 2 5,7
2 4 8,9 2 5,7
3 2 4,4 3 8,6
4 6 13,3 5 14,3
6 10 222 4 11,4
8 2 4.4 5 14,3
9 7 15,6 1 2,9
12 7 15,6 12 343
Score total C1CP 45 5.9 3,7 35 7,2 4,1 0,19
CI1CP intra-cytoplasmique en S classes 0,098
pas de marquage 25 55,6 17 48,6
diffus faible 1 2,2 6 17,1
focal faible 13 28,9 6 17,1
diffus fort 6 13,3 6 17,1
Focal fort . . .
| C1CP intra-cytoplasmique en 3 classes 0,119
pas de marquage 25 55,6 17 48,6
diffus 7 15,6 12 3473
focal 13 289 6 17,1
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Bon pronostic
N=45 (56.3%)

| Distribution de C2CP dans la matrice en 5 classes

Pas de marquage

1 2 5% de la surface marquée

6 a4 25% de la surface marquée
26 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée

| Distribution de C2CP dans la matrice en 2 classes

0 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée
| Intensité de C2CP dans la matrice
Pas de marquage
Léger
Modéré
Fort

| Intensité de C2CP dans la matrice en 2 classes

Peu ou pas de marquage

Marquage modéré a fort
| Score C2CP

0

0N AWM~

9
12
Score total C2CP

C2CP intra-cytoplasmique en 5 classes

pas de marquage
diffus faible
focal faible
diffus fort

focal fort

| C2CP intra-cytoplasmique en 3 classes

pas de marquage
diffus
focal

| métastases
Meétastases présentes
Pas de métastases
Manquant

* écart-type

N %/mou
11 24,4
9 20
13 28,9
7 15,6
5 11,1
40 88,9
5 11,1
en 4 classes
11 24.4
15 33,3
8 17,8
11 24,4
26 57,8
19 42,2
11 24,4
7 15,6
6 13,3
3 6,7
4 8,9
8 17,8
1 2,2
2 4.4
3 6,7
45 3.4
2 4,4
11 24.4
12 26,7
17 37,8
3 6,7
2 4.4
28 62,2
15 33,3
3 7
40 93
2

ET*

3,5

Mauvais pronostic
N=35 (43.8%)

N %/moy
20 57,1
5 14,3
2 5,7
4 11,4
4 11,4
31 88,6
4 11,4
20 57,1
6 17,1
5 14,3
4 11,4
26 74,3
9 25,7
20 57,1
4 11,4
2 5,7
1 2,9
1 2,9
2 5,7
1 2,9
1 2,9
3 8,6
35 2,3
3 8,6
11 31,4
8 22,9
11 31,4
2 5,7
3 8,6
22 62,9
10 28,6
10 30,3
23 69,7
2

ET*

3.8

P**

0,017

0,027

0,159

0,172

0,015
0,892

0,758

0,012

** Test du Chi-2 ou test exact de Fisher pour variables qualitatives, test de Wilcoxon pour les variables

quantitatives
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4. Comparaison chondromes versus chondrosarcomes de grade 1
Distribution de C1CP : Il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes.
On note que 82,4% des chondromes et 70% des chondrosarcomes de gradel ont moins
de 50% de leur surface marquée.

Intensité de C1CP : Il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes. On
note que 76,5% des chondromes et 80% des chondrosarcomes de gradel ont un
marquage modéré a fort avec C1CP.

Score de C1CP : La moyenne des scores de C1CP dans les chondromes est de 5,5. La
moyenne des scores de C1CP dans les chondrosarcomes de grade 1 est de 6,9. Cette
différence n’est pas significative.

CI1CP intra-cytoplasmique : Il n’y a pas de différence significative entre les deux
groupes. Cependant on note que 61,8% des chondromes et 30% des chondrosarcomes
de grade 1 n’ont pas de marquage intra-cytoplasmique avec C1CP.

Distribution de C2CP : Il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes.
88,2% des chondromes et 90% des chondrosarcomes de grade 1 ont moins de 50% de
leur surface marquée par C2CP.

Intensité de C2CP : Il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes.
55,9% des chondromes et 60% des chondrosarcomes de grade 1 ont un marquage
léger ou absent par C2CP.

Score de C2CP : La moyenne des scores de C2CP dans les chondromes est de 3,6. La
moyenne des scores de C2CP dans les chondrosarcomes de grade 1 est de 3,2. [In’y a
pas de différence significative entre les deux groupes.

C2CP intra-cytoplasmique : Il n’y a pas de différence significative entre les deux
groupes. Cependant on note que 97,1% des chondromes et 90% des chondrosarcomes

de grade 1 ont un marquage intra-cytoplasmique avec C2CP.
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Tableau 7: comparaison entre les chondromes et les chondrosarcomes de grade 1

| sexe
Homme
Femme
| Distribution de C1CP dans la matrice
Pas de marquage
1 2 5% de la surface marquée
6 a 25% de la surface marquée
26 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée
| Distribution de C1CP dans la matrice
0 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée
| Intensité de C1CP dans la matrice en
Pas de marquage
Léger
Modéré
Fort
| Intensité de C1CP dans la matrice en
Peu ou pas de marquage
Marquage modéré a fort
| Score C1CP
1

O 0N b W

12

Score total C1CP

CI1CP intra-cytoplasmique en 5 classe
pas de marquage
diffus faible
focal faible
diffus fort
focal fort

| C1CP intra-cytoplasmique en 3 classe

pas de marquage
diffus

fort

chondromes
N=34 (77.3%)
N %/moy
15 441
19 55,9
en 5 classes
10 29,4
9 26,5
9 26,5
6 17,6
en 2 classes
28 82,4
6 17,6
4 classes
8 23,5
12 35,3
14 41,2
2 classes
8 23,5
26 76,5
6 17,6
4 11,8
2 5,9
3 8,8
9 26,5
2 59
4 11,8
4 11,8
34 5,5
S
21 61,8
1 2.9
9 26,5
3 8,8
S
21 61,8
4 11,8
9 26,5

ET*

3,6

Grade 1
N=10 (22.7%)
N %/moy ET*
7 70

3 30

1 10

2 20

4 40

3 30

7 70

3 30

1 10

1 10

3 30

5 50

2 20

8 80

3 30

1 10

3 30

2 20

10 6,9 3.9
3 30

4 40

3 30

3 30

3 30

4 40

p**

0,2806

0,1044

0,4024

0,4039

0,1235

0,2814
0,1576

0,1096
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chondromes
N=34 (77.3%)

| Distribution de C2CP dans la matrice en 5 classes

Pas de marquage

1 2 5% de la surface marquée

6 a 25% de la surface marquée
26 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée

| Distribution de C2CP dans la matrice en 2 classes

0 a 50% de la surface marquée
> 50% de la surface marquée

N %/moy
8 23,5
6 17,6
10 29,4
6 17,6
4 11,8
30 88,2
4 11,8

| Intensité de C2CP dans la matrice en 4 classes

Pas de marquage 8 23,5
Léger 11 324
Modéré 6 17,6
Fort 9 26,5

| Intensité de C2CP dans la matrice en 2 classes

Peu ou pas de marquage 19 55,9
Marquage modér¢ a fort 15 44,1
| Score C2CP
0 8 23,5
1 4 11,8
2 5 14,7
3 3 8,8
4 3 8,8
6 6 17,6
8 1 2,9
9 2 5,9
12 2 5,9
Score total C2CP 34 3,6
C2CP intra-cytoplasmique en 5 classes
pas de marquage 1 2,9
diffus faible 8 23,5
focal faible 10 29,4
diffus fort 13 38,2
focal fort 2 5,9
| C2CP intra-cytoplasmique en 3 classes
pas de marquage 1 2,9
diffus 21 61,8
focal 12 35,3
| métastases
M¢étastases présentes .
Pas de métastases 32 100
Manquant 2

* écart-type

** Test exact de Fisher pour variables qualitatives, test de Wilcoxon pour les variables quantitatives

ET*

3,5

Grade 1
N=10 (22.7%)
N %/moy ET*
3 30
2 20
3 30
1 10
1 10
9 90
1 10
3 30
3 30
2 20
2 20
6 60
4 40
3 30
2 20
1 10
1 10
2 20
1 10
10 3,2 3,9
1 10
3 30
1 10
4 40
1 10
1 10
7 70
2 20
2 20
8 80

kok

— o

0,9976

0,6292
0,5825

0,4498

0,0523
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5. Cartilage normal
Dans les échantillons de cartilage normal C1CP est observé dans la couche superficielle du
cartilage articulaire au sein de la matrice, sans marquage intra-cytoplasmique.
C2CP n’est pas observé dans 4 cas sur 6. Dans un cas on note un marquage intra-
cytoplasmique et dans un cas on note un marquage matriciel dans les couches profondes et

superficielles.

6. Cartilage arthrosique
Sur les 5 cas sélectionnés, seul quatre ont ¢té analysables, un s’est fortement décollé.
Nous notons que CICP est présent dans différentes couches du cartilage arthrosique en
fonction des échantillons (zones superficielle et intermédiaire) sans marquage intra-
cytoplasmique.
C2CP est présent en situation péri-chondrocytaire dans le cartilage pathologique de fagon

hétérogene.
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CHONDROME

chondrome radio chondrome scanner sagittal

IRM sagittal T1 gado FS IRM sagittal T1
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CHONDROME

IRM T2 ES axial IRM T2 ES frontal

IRM T2 FS sagittal
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CHONDROME,

cas n°3 HES X10

casn°3 C2CP X10
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°7 C1CP X10
distribution 1; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°3 CICP X10
distribution 2; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°7 HES X10

cas n°7 C2CP X10; zones denses;
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 1 diffus
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CHONDROME

cas n°20 HES X10

cas n°20 C2CP X10; zones denses
distribution 2; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°21 CICP X10
distribution 2; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°20 C1CP X10
distribution 3; intensité 2
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°21 HES X10

cas n°21 C2CP X10; zones denses
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus
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CHONDROME

cas n°22 HES X10

cas n°22 C2CP X10
distribution 4; intensité 1
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°25 C1CP X10
distribution 1; intensité 1
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°22 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n° 25 HES X10

cas n°25 C2CP X10; zones denses
distribution 2; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 2 focal
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CHONDROME

cas n°26 HES X10

cas n°26 C2CP X10
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°31 C1CP X10
distribution 3; intensité 1
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°26 C1CP X10
distribution 3; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°31 HES X10

cas n°31 C2CP X10; zones denses
distribution 2; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 1 focal
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CHONDROSARCOME GRADE 1

chondrosarcome grade 1 radio chondrosarcome grade 1 scanner axial

chondrosarcome grade 1 IRM axial T2 FS chondrosarcome grade 1 IRM sagittal T2 FS

110



CHONDROSARCOME GRADE 1

cas n°35 HES X10

cas n°35 C2CP X10
distribution 1; intensité 1
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°36 C1CP X10
distribution 2; intensité 2
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°35 C1CP X10
distribution 2; intensité 2
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°36 HES X10

cas n°36 C2CP X10
distribution 2; intensité 2
marquage intra-cytoplasmique 1 diffus
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CHONDROSARCOME GRADE 1

cas n°51 HES X10 casn°51 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°51 C2CP X10
distribution 4; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus
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CHONDROSARCOME GRADE 2

chondrosarcome grade 2 radio chondrosarcome grade 2 scanner axial

chondrosarcome grade 2 scanner axial
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CHONDROSARCOME GRADE 2

chondrosarcome grade 2 IRM axial T1 chondrosarcome grade 2 IRM axial T1 gado FS

chondrosarcome grade 2 IRM axial T2 FS chondrosarcome grade 2 IRM sagittal T2 FS
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CHONDROSARCOME GRADE 2

cas n°37 HES X10

cas n°37 C2CP X10
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°41 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

casn°37 C1CP X10
distribution 1; intensité 2
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°41 HES X10

cas n°41 C2CP X10
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 1 diffus
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CHONDROSARCOME GRADE 2

cas N°46 HES X10

cas n°46 C2CP X10
distribution 4; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°50 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°46 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°50 HES X10

cas n°50 C2CP X10
distribution 1; intensité 1
marquage intra-cytoplasmique 1 focal
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CHONDROSARCOME GRADE 2

cas n°55 HES X10

cas n°55 C2CP X10
distribution 1; intensité 1
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°80 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°55 C1CP X10
distribution 4; intensité 2
marquage intra-cytoplasmique 2 diffus

cas n°80 HES X10

cas n°80 C2CP X10; zones denses
distribution 1; intensité 2
marquage intra-cytoplasmique 2 focal
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CHONDROSARCOME GRADE 3

cas n°38 HES X10

cas n°38 C2CP X10
distribution O; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 1 diffus

cas n°42 C1CP X10
distribution 3; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°38 C1CP X10
distribution 2; intensité 2
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°42 HES X10

cas n°42 C2CP X10
distribution 3; intensité 2
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

118



CHONDROSARCOME CELLULES CLAIRES

CS cellules claires radio CS cellules claires scanner

CS cellules claires scanner CS cellules claires scanner
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CHONDROSARCOME CELLULES CLAIRES

CS cellules claires scanner sagittal CS cellules claires IRM T1 frontal gado FS
cas n°40 C1CP X10 cas n°40 C2CP X10
distribution 4; intensité 3 distribution 1; intensité 1
pas de marquage intra-cytoplasmique marquage intra-cytoplasmique 1 focal
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CHONDROSARCOME DEDIFFERENCIE

CS dédifférencié radio CS dédifférencié scanner

CS dédifférencié scanner CS dédifférencié IRM axial T1 gado FS
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CHONDROSARCOME DEDIFFERENCIE

CS dédifférencié IRM axial T1 CS dédifférencié IRM axial T2 FS

CS dédifférencié IRM sagittal T1 gado CS dédifférencié IRM sagittal T2 FS
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CHONDROSARCOME DEDIFFERENCIE

cas n°64 HES X10 cas n°64 C1CP X10
distribution 4; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°64 C2CP X10 cas n°69 HES X10
distribution 0; intensité O
marquage intra-cytoplasmique 1 focal

cas n°69 C1CP X10 cas n°69 C2CP X10
distribution 4; intensité 2 distribution 3; intensité 2
pas de marquage intra-cytoplasmique marquage intra-cytoplasmique 1 diffus
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CHONDROSARCOME MESENCHYMATEUX

CS mésenchymateux radio CS mésenchymateux scanner

CS mésenchymateux IRM frontal T1 gado FS CS mésenchymateux IRM sagittal T2 FS
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CHONDROSARCOME MESENCHYMATEUX

cas n°39 HES X10 cas n°39 C1CP X10 zones cartilagineuses
distribution 4; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique

cas n°39 C1CP X10

zones mésenchymateuses cas n°39 C2CP X10

distribution 3; intensité 3
pas de marquage intra-cytoplasmique
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CARTILAGE NORMAL

HES X 2,5 HES X 10

CICPX 25 CICPX 10

C2CPX 25 C2CP X 10 126



ARTHROSE

HES X 2,5 HES X 10

CICPX 25 C1CPX 10

C2CP X125 C2CPX 10 127



Partie IV : Discussion

A. Les limites rencontrées lors de notre étude

1. Sélection d’un bloc tumoral, notion de représentativité du

prélévement
Nous avons choisi un bloc de paraffine pour chaque tumeur. Pour les chondromes, le matériel
biopsique étant souvent de petite taille, il n’est pas rare de ne réaliser qu'un seul bloc de
paraffine avec le matériel regu au laboratoire. Dans ce cas toute la tumeur est analysée.
Cependant pour les chondrosarcomes et les chondromes plus volumineux, nous n’avons
sélectionné qu’un seul bloc de paraffine. Ce choix a été fait apres avoir relu I’ensemble des
lames afin de sélectionner le bloc le plus représentatif. De plus dans les cas des tumeurs
comportant plusieurs composantes histologiques différentes nous avons choisi d’analyser en

priorité la composante comportant de la matrice extracellulaire cartilagineuse.

2. Difficultés techniques des prélévements de nature cartilagineuse
L’adhérence des tissus cartilagineux sur la silice est trés mauvaise en dépit de ’utilisation de
lames présentant une charge positive permanente.
De plus le protocole d’immunohistochimie comporte des étapes de démasquage antigénique a
forte température et de digestion enzymatique favorisant la mauvaise tenue du prélévement
sur la lame.
Les chondromes sont regus au laboratoire sous forme fragmentée car leur exérése consiste en
un curetage de la 1ésion. Dans la majorité des cas il s’agit de 1ésions de petite taille et le
matériel recueilli est donc peu abondant en comparaison avec les chondrosarcomes. Les
chondromes analysés se sont souvent décollés en partie ou en totalité¢ de la lame. Lorsqu’ils
¢taient trop décollés nous les avons exclus de notre étude car nous les avons considérés
comme non représentatifs de la Iésion initiale.
Les mémes contraintes techniques de décollement pouvaient étre observées avec les
chondrosarcomes mais ceux-ci présentaient 1’avantage d’étre des 1ésions plus volumineuses et
opérées en bloc. Cela nous permettait de réaliser des blocs de paraffine contenant un seul

fragment de tumeur ce qui réduisait les risques de décollement.
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3. Spécificité des anticorps
Les anticorps primaires ont été validés en western-blot préalablement dans les travaux du
Docteur Jean-Baptiste Vincourt sur différents prélévements de cartilage articulaire,

enchondromes et chondrosarcomes.

4. Marquage de C1CP et C2CP intracellulaire
I1 a été observé un marquage intra-cytoplasmique fréquent avec C2CP et plus rare avec C1CP.
Ce marquage ¢était diffus ou focal. Or CICP et C2CP sont clivées respectivement du
procollagéne 1 et 2 lors de leur excrétion dans la matrice extracellulaire. Nous pouvons penser
que la protéine marquée en intra-cytoplasmique correspond au procollagene 1 et 2. Une autre
hypothese serait que C1CP et C2CP puissent rentrer dans la cellule par endocytose et peut-

étre avoir un réle intranucléaire comme cela a déja été suggéré pour C2CP(7).

B. Corrélations entre croissance cartilagineuse normale et tumorale

En 1980 Mankin et al. étudiaient différentes tumeurs cartilagineuses et concluaient a un lien
entre la composition biochimique et I’aspect histologique des tumeurs(26,60). D’autres études
ont caractérisé¢ in vivo différents phénotypes de différenciation chondrocytaire au sein des
tumeurs cartilagineuses en étudiant la nature de la matrice extracellulaire synthétisée par les
chondrocytes tumoraux(61).

A T’¢état physiologique, les cellules chondro-progénitrices synthétisent du collagéne 2A. Les
chondrocytes matures synthétisent du collagene 2B, 9 et 11. Les chondrocytes
hypertrophiques synthétisent du collagéne 10 et les chondrocytes bien différenciés (post-
hypertrophiques ou ostéoblaste-like) synthétisent du collagéne 1(62).

Aigner a proposé un nouveau schéma de classification des chondrosarcomes basé sur les
caractéristiques  biochimiques de la matrice extracellulaire et leurs anomalies
moléculaires(62,63) Le chondrosarcome mésenchymateux correspondrait a une prolifération
tumorale de chondrocytes indifférenciés au stade préchondrogénique subissant une
différenciation chondrogénique multifocale. Les enchondromes, les ostéochondromes et les
chondrosarcomes conventionnels correspondraient a des proliférations  tumorales de
chondrocytes bien différenciés. Le chondrosarcome a cellules claires correspondrait a une
prolifération tumorale de chondrocytes hypertrophiques. Enfin il propose que les
chondrosarcomes dédifférenciés puissent étre liés a une « transdifférenciation » de certaines
cellules tumorales vers un phénotype tumoral d’une autre lignée cellulaire mésenchymateuse

que la lignée chondrocytaire. En 2002, il suggére que la présence de collagene 1 dans la
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matrice extracellulaire de ces tumeurs serait un indicateur de mauvais pronostic et permettrait

Figure 17 : plaque de croissance et différents sous-types de tumeurs cartilagineuses (30)

de différencier de maniére significative les enchondromes et les chondrosarcomes(64).

En 2010, Aigner et Bovée étudient les chondrosarcomes dédifférenciés en fonction des
caractéristiques morphologiques des différentes composantes tumorales. Le collagéne 1
apparait étre un marqueur corrélé a la dédifférenciation car il n’est pas retrouvé dans les aires
chondroides bien différenciées et il est présent dans les aires chondroides moyennement

différenciées, et dans les aires non chondroides dédifférenciées(65).
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C. C1CP marqueur de mauvais pronostic ?
Nos résultats montrent que I’anticorps anti-C1CP marque plus de 50% de la surface tumorale
dans 45,7% des chondrosarcomes (p=0,009) et que ce marquage est d’intensit¢ modéré a
marquée dans 84,8% des chondrosarcomes.
Le score de CICP étant en moyenne de 5,5 pour les chondromes et de 7,2 pour les
chondrosarcomes, il montre une tendance a la limite de la significativité (p=0,054) a avoir un
score plus bas pour les chondromes que pour les chondrosarcomes.
Nos résultats montrent que 77,8% des tumeurs de bon pronostic ont moins de 50% de leur
surface marquée par I’anticorps anti-C1CP et que 48,6% des tumeurs de mauvais pronostic
ont plus de 50% de leur surface marquée (p=0,018).
Le score de CICP non significatif (p=0,19) est plus élevé dans les tumeurs de mauvais

pronostic (7,2) que dans les tumeurs de bon pronostic (5,9).

1. C1CP présent dans les zones bien vascularisées
Nous avons observé que C1CP était souvent localisé au sein des chondrosarcomes dans les
zones de fibrose en périphérie des lobules cartilagineux, 1a ou I’on observe les vaisseaux.
Kalinski a étudié la régulation des signaux d’angiogénese dans les tumeurs cartilagineuses et
a mis en ¢vidence le rdle régulateur de ’interleukine 1B (II-1P) sur le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF-A) et I’angiopoietinl (Ang-1) suggérant ainsi la possibilité
de traitements par des antagonistes de I1-1B(66).
Il a étudi¢ en immunohistochimie 1’index de prolifération capillaire (IPC) au sein de
différentes tumeurs cartilagineuses mettant en évidence un IPC plus élevé au sein des
chondrosarcomes de grade 2 et 3 qu’au sein des enchondromes et des chondrosarcomes de
garde 1. L’IPC au sein des chondrosarcomes dédifférenciés était comparable aux
enchondromes et chondrosarcomes de grade 1(67).
De fagon comparable, le procollagéne 1 se trouve en quantité¢ importante dans les fibroblastes
de la réaction stromale associée aux carcinomes mammaires(68,69) de méme que
CXCL12(70).
De plus si I’on admet la forte similarité entre C3 et C1CP, la présence de C1CP dans les zones
bien vascularisées des tumeurs cartilagineuses n’est pas surprenante et suggere un role dans
I’angiogenese tumorale.
Par ailleurs le collagéne de type 1 homotrimérique étant connu pour étre résistant aux

collagénases, la présence de C1CP dans les travées fibreuses péri lobulaires vient ¢galement
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¢tayer I’hypothése formulée précédemment que cette forme de collagéne pourrait participer au

potentiel d’agressivité local des tumeurs dans lesquelles il se trouve.

2. CI1CP positif dans les travées d’ostéogenese réactionnelles
Dans un des chondrosarcomes de grade 1 analysés, on observe des travées d’os néoformé,
réactionnel en périphérie des lobules tumoraux. Ces travées sont marquées par I’anticorps
anti-C1CP. Si ’on considére que CICP est un témoin de synthése du collagéne lal, sa
présence au sein de travées osseuses serait un témoin de la synthése de collageéne 1al au sein

de ces travées osseuses.

D. C2CP marqueur de bon pronostic ?
Le score de C2CP est plus ¢levé dans les chondromes (3,6) que dans les chondrosarcomes
(2,5) (p=0,0279). Le score de C2CP est plus ¢levé dans les tumeurs de bon pronostic (3,4) que
dans les tumeurs de mauvais pronostic (2,3) (p=0,015). Nos résultats montrent que C2CP
n’est pas présent dans la matrice de 57,1% des tumeurs de mauvais pronostic (p=0,017). Ces
résultats sont en accord avec les résultats obtenus en western-blot par le Docteur Jean-

Baptiste Vincourt.

Par ailleurs nous avons observé avec ’anticorps anti C2CP des zones fortement marquées
dont nous n’avons pas tenu compte dans la cotation du marquage matriciel. Ces aspects ont
été observés dans onze chondromes et deux chondrosarcomes de grade 2. Les zones
fortement marquées correspondent a des zones fortement minéralisées voir calcifiées. On sait
qu’un des roles de C2CP est de se fixer aux cristaux d’hydroxyapatite, ce qui peut expliquer
cette localisation. Ce fort marquage de C2CP pourrait étre li¢ a I’état soluble ou immobilisé

de la protéine(58).

E. Roles de C1CP et C2CP médiés par les intégrines ?
Le Docteur Jean-Baptiste Vincourt a montré que C1CP et C2CP recombinantes sous forme
immobilisée se liaient a la surface cellulaire des cellules cartilagineuses par I’intermédiaire de
la sous-unité B1 des intégrines(58). Comme C2CP sous forme immobilisée induit 1’apoptose
des cellules endothé¢liales et des chondrocytes, on peut penser que C2CP sous forme
immobilisée pourrait avoir un role anti-tumoral. Or C2CP sous forme soluble semble
favoriser I’expression de geénes liés au développement de la vascularisation et au pouvoir
métastatique de facon encore plus importante que C1CP. Nous pouvons émettre I’hypothése
que C2CP pourrait alors se trouver plutdt sous forme soluble dans les chondrosarcomes et

sous forme immobilisée dans les enchondromes. Les observations du marquage intense et
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focal de C2CP précédemment décrites pourraient alors correspondre a C2CP sous forme

immobilisée ?

Les intégrines et les molécules interagissant avec les intégrines sont des acteurs importants
dans 1’adhésion entre la matrice extracellulaire et les cellules, ainsi que dans la mobilité
cellulaire, la croissance et la survie des cellules. L’integrin—linked kinase (ILK) interagit avec
les domaines B1 et B3 des intégrines. L’ILK joue un role de stabilisation des liaisons entre la
cellule et la matrice extracellulaire et d’autre part joue un réle de transmetteur de signal
sérine-tyrosine kinase a ses partenaires cellulaires. Leur implication dans la pathogenése des
chondrosarcomes a ét¢ ¢tudiée montrant que I’ILK et ses partenaires sont exprimés dans la

majorité des chondrosarcomes et dans une petite proportion des enchondromes.
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Conclusion

L’évaluation du niveau d’expression de C1CP et C2CP par technique immunohistochimique
dans les chondromes et les chondrosarcomes s’avere difficile en raison des contraintes
techniques liées a la nature cartilagineuse des prélevements. Nos résultats montrent
néanmoins des différences significatives entre les tumeurs bénignes et malignes. En effet le
score calculé en fonction de la distribution du marquage dans la matrice extracellulaire et de
son intensit¢ montre des différences significatives entre les groupes chondromes versus
chondrosarcomes et entre les groupes des tumeurs de bon pronostic (chondromes,
chondrosarcomes de grade 1, chondrosarcome a cellules claires) versus tumeurs de mauvais
pronostic (chondrosarcomes de grade 2 et 3, dédifférenciés et mésenchymateux). Nos
résultats ne montrent aucune différence significative entre les groupes chondromes et
chondrosarcomes de grade 1. Cependant si le score établi pour CICP et C2CP est significatif
sur notre population, il ne I’est pas a 1’échelon individuel. Nous ne pouvons pas établir de
score diagnostique fiable a 1’aide de C1CP et C2CP par technique immunohistochimique.
D’autres études sur les fonctions de ces protéines sont nécessaires afin de mieux comprendre
leurs roles dans le cartilage et leurs éventuelles implications dans les voies de signalisation

cellulaires.
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Abstract

Chondrogenic tumors that exhibit benign or malignant behaviors synthesize variable amounts of cartilage-
like extracellular matrix. To define the regulators of these phenotypes, we performed a proteomic comparison
of multiple human chondrogenic tumors, which revealed differential accumulation of the C-propeptides of
procollagens Il and IT (PC1CP and PC2CP) in malignant versus benign tumors, respectively. Expression pat-
terns of PCICP correlated with levels of tumor vascularization, whereas expression patterns of PC2CP sug-
gested its susceptibility to immobilization within the extracellular matrix. Prompted by these observations, we
investigated the functions of recombinant PC1CP and PC2CP in the extracellular matrix in soluble or immo-
bilized states. Each induced PB1 integrin-mediated chondrocyte adhesion by distinct domains and efficacies,
suggesting that they initiated distinct signaling pathways. Indeed, immobilized PC2CP, but not PCICP, in-
duced apoptosis of primary chondrocytes and EAhy926 endothelial cells. In contrast, soluble PC1CP, but
not PC2CP, induced the migration of EAhy926 cells and increased vascular endothelial growth factor (VEGF)
and CXCR4 expression in chondrocytes. Soluble PC2CP also increased VEGF expression, but along with a more
pronounced effect on CXCR4 and matrix metalloproteinase 13 expression. Our findings suggest that PC1CP
favors angiogenesis and tumor progression, but that PC2CP acts in a more complex manner, exerting anti-
tumor and antiangiogenic properties through apoptosis induction when immobilized, but progression and
metastasis when soluble. In summary, the relative levels of PC1CP and PC2CP and their interactions within
the extracellular matrix contribute to tumor progression, angiogenesis, and metastasis in chondrogenic tumors.

Cancer Res; 70(11); 4739-48. ©2010 AACR.

Introduction

Cartilaginous tumors are characterized by the formation
of cartilage-like extracellular matrix by neoplastic cells exhi-
biting a chondrocytic gene expression profile. Most chondro-
genic tumors are benign (enchondromas) as they remain
phenotypically very similar to differentiated chondrocytes,
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in respect of their gene expression profile and matrix compo-
sition (1, 2). Their malignant counterparts, chondrosarcomas,
are divided into subgroups relating their matrix composition
and behavior. The most distant from enchondromas in terms
of behavior and phenotype, grouped under the term “uncon-
ventional chondrosarcoma,” exhibit phenotypes related to
early, late, or dedifferentiation stages of chondrocytes (1).
Conventional chondrosarcomas, which partly share the dif-
ferentiated chondrocytic phenotype of enchondroma, tend
to grow faster and produce metastases (2). They are classified
into histologic grades, which tentatively relate their potential
aggressiveness. The functional features distinguishing en-
chondromas from low-grade chondrosarcomas remain
unidentified, however. The understanding of low-grade
chondrosarcoma progression is poor (2) and the differential
diagnosis of chondrosarcoma versus enchondroma remains
difficult (3, 4).

We investigated the proteomes of multiple human en-
chondromas and chondrosarcomas of all types and grades
in the search for molecular markers and regulators of
chondrogenic tumors. We identified COOH-terminal pro-
peptides of procollagen Ial (PC1CP) and Ilal (PC2CP)
as differentially accumulated polypeptides in malignant
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versus benign tumors. Therefore, we investigated their mo-
lecular functions in vitro as purified recombinant proteins.

Materials and Methods

Tissue procurement and processing, proteomic analysis,
and protein spot identification

This study was performed in conformity with the Declara-
tion of Helsinki principles. Written informed consent was
obtained from the patients. Tissue preparation, protein ex-
traction, two-dimensional electrophoresis, gel staining and
analysis, protein spot identification, and Western blots were
performed as described previously (5).

Antibodies

Chick anti-PC1CP and rabbit anti-PC2CP were generated
at Eurogentech using the following peptides as immunogens:
NH,-CWYISKNPKDKRHXWF-COOH (PC1CP), and NH,-
SSKSKEKKHIWFC-COOH and NH,-ADQAAGGLRQHDAEC-
COOH (PC2CP). Other antibodies were rabbit anti-G3PDH,
goat anti-matrix metalloproteinase 13 (MMP13), and mouse
anti-CD34 (QBEnd 10, DAKO).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue sections using the streptavidin-
biotin-peroxydase set up (DAKO). Antigen retrieval was pro-
cessed in a Tris-citrate buffer (pH 6.0) for 30 minutes at 65°C.
Proteoglycans were digested with 500 U/mL hyaluronidase
and 1 U/mL chondroitinase ABC (Sigma). Anti-PC1CP and
anti-PC2CP were diluted 1:200 and diaminobenzidine was
used as a chromogen. Images were captured on a DMD108
microscope (Leica).

Reverse transcription and molecular cloning

RNA was extracted from cell cultures or tissues using the
RNeasy kit (Qiagen). Reverse transcription was performed
from 500 ng total RNA using M-MLV (Invitrogen). Open
reading frames encoding PC1CP and PC2CP (as described
in Fig. 4A) were cloned in pET15b (Novagen) or in pcDNA3.1
downstream of the MATN3 signal peptide (amino acids 1-28)
and a 6xHis tag.

Protein production and purification

Bacterial PC1CP and PC2CP were produced and purified
from the insoluble fraction in a urea-containing buffer on
Ni-NTA columns (Qiagen). pcDNA3-PCICP and pcDNA3-
PC2CP plasmids were transfected into SW1353 cells using
Exgen500 (Euromedex). For production, clones were grown
as suggested by Ruggiero and Koch (6). Conditioned medium
was clarified; equilibrated to 1 mol/L NaCl, 0.2% Triton X-100,
and 5 mmol/L imidazole at 4°C; and incubated overnight
with Ni-NTA resin. The resin was washed in dPBS containing
1 mol/L NaCl and 20 mmol/L imidazole, and elution was per-
formed stepwise with dPBS containing 500 mmol/L NaCl and
500 mmol/L imidazole. Proteins were dialyzed into serum-
free culture medium or PBS. We verified their identities by

mass spectrometry and did not detect any known polypep-
tide other than PC1CP or PC2CP, respectively.

Real-time PCR

Quantitative PCR was performed as described in a previous
publication (7). GAPDH was used as internal standard. Primers
used were as follows: GAPDH_FOR, CGACCACTTTGT-
CAAGCTCA; GAPDH_REV, AGGGGAGATTCAGTGTGGTG;
COL2_FOR, ATGACAATCTGGCTCCCAAC; COL2_REV,
GAACCTGCTATTGCCCTCTG; COL1_FOR, GGCCCAGAA-
GAACTGGTACA; COL1_REV, CGCTGTTCTTGCAGTGGTAG;
MMP13_FOR, AATTGTCCGGTTTGTCTTGGA MMP13_
REV, GGGAAGTGCTGGGGGATTTT; CXCR4_FOR,
GGTGGTCTATGTTGGCGTCT; CXCR4_REV, TGGAGTGT-
GACAGCTTGGAG; VEGF_FOR, GCAGAATCATCACGAAG-
TGG; and VEGF_REV, GCATGGTGATGTTGGACTCC.

Primary human chondrocyte and cell line culture

Primary human chondrocyte (PHC) handling and culture
were performed as previously described (7). SW1353 and
EAhy926 human cell lines were procured from the American
Type Culture Collection and grown accordingly.

Cell adhesion assays

The colorimetric assay was described by Davies and collea-
gues (8). Blocking antibodies were used at 10 pg/mL. Anti-
B1, anti-p3, and anti-a5p1 (MAB1959, MAB1957Z, and
MAB1969) were from Millipore. Anti-al and anti-a2 (5E8D9
and P1E6) were from Santa Cruz. For morphologic analysis,
plastic coverslips were coated with proteins overnight, rinsed
in PBS, and nonspecific binding was blocked in 1% (w/v)
bovine serum albumin (BSA). Cells (5 x 10") were added in
500 pL culture medium for 30 45 minutes. Attached cells
were fixed with 4% (w/v) PFA, rinsed, and permeabilized in
0.2% (v/v) Triton X-100. Phalloidin-Alexa 488 (1 U/mL; Invitro-
gen) was added in 5% (w/v) BSA for 1 hour. Coverslips were
rinsed four times and mounted on 4’,6-diamidino-2-phenylin-
dole (DAPI)-containing Vectashield (Vector Laboratories).
Images were captured on a DMI3000B microscope (Leica).

Cell death/proliferation assays

Cells (1 x 10%) were grown in protein precoated 96-well
plates for 48 hours in serum-containing medium, with
20 pg/mL bromodeoxyuridine (BrdUrd) for the last
24 hours, rinsed in PBS, and processed for Click-IT terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end la-
beling (TUNEL) Alexa488 assay (Invitrogen). Monoclonal
anti-BrdUrd (Invitrogen, 1:200) was added in 5% (w/v)
BSA in PBS for 2 hours. Secondary goat anti-mouse
alexa594 (Invitrogen, 1:200) was incubated for 1 hour in
blocking buffer. Cell enumeration and rates of TUNEL-
positive and BrdUrd-positive cells were performed by fluo-
rescence microscopy.

Cell migration assays

Boyden Chamber assays were directly derived from
Palmieri and colleagues (9) except that 4 x 10" cells were used
per insert.
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Statistical analysis Results
All experiments were analyzed in triplicate and performed
at least three times; experiments using PHCs were performed Differential accumulation of C-propeptides of PC1CP and
from three independent patients. P values were calculated by PC2CP in malignant versus benign chondrogenic tumors
the paired or unpaired Student's £ test in accordance with the Differential proteomic analysis of multiple human car-
situation. tilage tumors and articular cartilage tissues was performed
A Articular (2/3) Enchondroma (8/8) Exceptionally high P2CP
Conventional chondrosarcoma (6/12) || Conventional chondrosarcoma (6/12) Dedifferentiated chondrosarcoma
MW
pl
B Articular Malighanc Unconventional
cartilage Enchondroma 97 y Conventional chondrosarcoma chondrosarcoma
Tissue
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Figure 1. Differential accumulation of PC1CP and PC2CP in human enchondromas
T 200 4 and chondrosarcomas. A, proteomic analysis of multiple cartilaginous tissues
d chond A i lysis of multipl ilagi i
E identified PC1CP and PC2CP as differentially accumulated proteins in enchondromas
< 150 4 versus chondrosarcomas. Tissues were analyzed and spots were identified as
g described in ref. (7). Plain circles, PC2CP spots; dot lined circles, PC1CP spots.
b , Western blot investigation o an accumulation in tissues.
= 100 B, W blot investigation of PC1CP and PC2CP lation in ti
DE: C, RT-PCR quantification of COL17a1 (white boxes) and COL2a1 (black boxes) mRNA.
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Figure 2. Immunohistochemical
analysis of PC1CP and PC2CP
localization. PC1CP (A), CD34 (B),
and PC2CP (C and D). Captures
were performed using x10

(A and B) or x4 (C, D) objectives.
Bar, 100 pm. Samples used are
annotated in Supplementary
Table S1.

using a previously described method (5). Thirty-four samples
(7), including articular cartilage, enchondromas, conventional
chondrosarcomas of all grades, and nonconventional chon-
drosarcomas, were subjected to proteomic comparison by
bidimensional electrophoresis.

One spot with a molecular weight (MW) of 34 kDa and an
isolelectric point (pI) of ~8.0 (Fig. 1A), identified from five tis-
sues by mass spectrometry fingerprinting as the C-propeptide
of PC2CP, was observed from all enchondromas and from 6 of
12 conventional chondrosarcomas of all grades (Fig. 1A, bot-
tom right). Strikingly, in most enchondromas and one grade I
chondrosarcoma, amounts of PC2CP reached levels much
higher than in articular cartilage, as illustrated in Fig. 1A
(top right). In contrast, 6 of 12 conventional chondrosarcomas
(Fig. 1A, bottom center) and atypical chondrosarcomas
(Fig. 1A, bottom right) lacked PC2CP.

Another spot with a MW of 34 kDa and a pI of ~5.8
(Fig. 1A), identified from three tissues as the C-propeptide
of PCICP, was observed in 10 of 12 conventional chondrosar-
comas of all grades (Fig. 1A, bottom), but not in any enchon-
droma. Based on these observations, we hypothesized that
concomitant high PC1CP and low PC2CP levels might be
signs of severity in chondrogenic tumors. We confirmed by
Western blot (Fig. 1B) that PC1CP was restricted to malig-
nant tumors, whereas PC2CP was absent from certain chon-
drosarcomas but not from any enchondroma.

Because PC1CP and PC2CP are products of COLIal and
COL2al genes, their protein levels are considered to reflect
mRNA levels of the corresponding gene (10, 11). This hypoth-

esis was challenged by quantitative PCR from three tissue
groups: osteoarthritic articular cartilage, enchondroma, and
conventional chondrosarcoma grade II (Fig. 1C). COL2al ex-
pression followed PC2CP levels as enchondromas exhibited
significantly higher mRNA levels than articular cartilage and
chondrosarcomas (Fig. 1C). However, levels of COLIal mRNA
in the three groups were not significantly different. Therefore,
increased PCICP levels in chondrosarcomas could not be at-
tributed to elevated gene expression.

PC1CP accumulates in regions of highest vascularization

We investigated the immunohistochemical localizations of
PCICP and PC2CP in 72 chondrogenic tumors (Supplemen-
tary Data S1). Based on proteomic findings, it could have
been suggested that tumors that exhibit either low PC2CP
levels or high PCICP levels would have a significant risk of
malignancy. However, immunohistochemical observations
did not confirm a straight relation between respective PC1CP
or PC2CP expression and malignancy. PC2CP immunostain-
ing was not detected in 4 of 29 enchondromas. In addition,
PCICP was found not only in the vast majority of chondro-
sarcoma samples, but also in many enchondromas (17 of 29,
example shown in Supplementary Data S2). Therefore, the
presence or absence of PC1CP and PC2CP did not allow dis-
tinction between benign and malignant tumors. In general,
however, the staining for PC1CP increased with tumor grade
(Supplementary Data S2). Interestingly, in most conven-
tional chondrosarcomas (29 of 35), PC1CP staining was re-
stricted to particular tumor compartments, which seemed less
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differentiated in terms of cell morphology and matrix content
(Fig. 2A). Further, these compartments also exhibited higher
vascularization, as estimated by the density of CD34 staining
(Fig. 2B). Therefore, PC1CP was suspected to participate in tu-
mor angiogenesis.

PC2CP either diffuses through the tumor or
concentrates locally

PC2CP was observed in 14 conventional chondrosarcomas
of all grades and in 25 of 29 enchondromas. PC2CP system-
atically localized to most differentiated cartilage-like areas,
but exhibited highly variable repartition through the tissue.
In 12 of 14 positive chondrosarcomas, its repartition was ho-
mogeneous throughout a tumor compartment (Fig. 2C). In
contrast, in 11 of 25 positive enchondromas and in two
low-grade chondrosarcomas, the staining was intensely con-
centrated to specific matrix areas (Fig. 2D). These very differ-
ent staining patterns suggested that PC2CP either diffused
freely through the tissue or was immobilized to particular ex-
tracellular components, depending on the tumor considered.

Therefore, we investigated the functions of PC1CP and
PC2CP as soluble and as immobilized proteins.

Characterization of the disulfide bonding of recombinant
PC1CP and PC2CP produced in bacteria or human cells

To characterize the functions of PC1CP and PC2CP, we
first purified them as recombinant proteins from bacteria.
As shown by their apparent MW under nonreducing
conditions (Fig. 3A), bacterial products exhibited two con-
formations: one with a MW identical to that observed under
reducing conditions, suggesting that it was devoid of disul-
fide bonds, and the other with a lower MW, suggesting
that it contained only intramolecular disulfide bonds. This,
together with the fact that these proteins were purified
under denaturing conditions, led us to suspect that PC1ICP
and PC2CP produced in bacteria would not possess all
structural features of their natural counterparts. There-
fore, PC1ICP and PC2CP were produced in chondrosar-
coma cell cultures, as secreted proteins. Under nonreducing
conditions, the resulting proteins predominantly migrated
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Figure 3. Functional characterization of the adhesive properties of recombinant PC1CP and PC2CP. A, SDS-PAGE analysis of recombinant PC1CP and
PC2CP produced in bacteria or in SW1353 cells under reducing (+DTT) or nonreducing (-DTT) conditions. Arrows, expected MW of trimeric,
intramolecularly disulfide, and intermolecularly disulfide linked (trimer), monomeric without any disulfide bonds (mono —SS) and monomeric, intramolecularly
disulfide bonded (mono +SS) proteins, respectively. B, dose-dependent induction of PHC attachment. Full blue line, PC1CP from human cells; dotted blue
line, bacterial PC1CP; full red line, PC2CP from human cells; dotted red line, bacterial PC2CP. C, fluorescent labeling of polymerized actin (green) and
DNA (blue) of cells attached to 50 pg/mL immobilized PC2CP produced in bacteria or in human cells. D, effect of anti-integrin blocking antibodies on
PC1CP- and PC2CP-induced cell attachment. Proteins were coated at 50 pg/mL and cell attachment was measured after 15-min preincubation of cells
with the indicated antibodies. Black boxes, PC1CP; white boxes, PC2CP. Columns, mean; bars, SD. #, P < 0.01 versus control.
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attachment assay after coating of the indicated divergent peptides or PC1CP produced from bacteria at 100 pg/mL. Black boxes, peptides from PC1CP;

white boxes: peptides from PC2CP. Columns, mean; bars, SD. #, P < 0.01 versus control.

with a MW close to 100 kDa (Fig. 3A), suggesting that they
were trimeric, possessing intermolecular disulfide bonds, like
their natural counterparts.

Immobilized recombinant PC1CP and PC2CP produced
in bacteria induce cell attachment, whereas those
produced in human cells induce adhesion through
P1-integrin

Earlier studies showed that endogenous PCICP and
PC2CP were capable of inducing dose-dependent cellular at-
tachment when immobilized to plastic surfaces (8). There-
fore, the capacity of recombinant PCICP and PC2CP
produced in bacteria or human cells to promote PHC adhe-
sion was investigated. (Fig. 3B). PC1ICP and PC2CP from hu-
man cells induced saturating, dose-dependent cellular
attachment with different capacities: first, the plateau value
for PC1CP was 30% higher than that for PC2CP; in addition,
the dose required to induce significant attachment was
slightly lower for PC1CP. Recombinant PCI1CP and PC2CP
produced in bacteria also induced dose-dependent cell at-
tachment. Here, in addition, the required concentration to
achieve significant cell binding was slightly higher for
PC2CP. Furthermore, the doses required to achieve signifi-
cant attachment were 5-fold higher for proteins from bacte-

ria than those from human cells. To define whether the
receptor(s) for PC1ICP and PC2CP were specifically expressed
by PHCs, similar experiments were conducted using
EAhy926 endothelial cells. The protein doses required to
achieve significant EAhy926 cell attachment were approxi-
mately four times higher (data not shown) than for PHCs
but remained convincing. Therefore, the receptor(s) for
PC1CP and PC2CP was not specific to PHCs. We then com-
pared the morphologies of attached cells induced by saturat-
ing doses of PC2CP from either bacteria or human cells (Fig.
3C). PHCs attached to bacterial PC2CP exhibited limited po-
lymerized actin staining, which surrounded cell membranes.
When attached to PC2CP from human cells, their polymer-
ized actin staining was more intense and exhibited protru-
sions suggestive of adhesive structures. Similar results were
obtained with PC1CP. In conclusion, PC1CP and PC2CP pro-
cured from bacteria were capable of interacting with cells,
but not, like native PC1CP and PC2CP, of triggering proper
adhesion. To gain insights into the identity of the molecular
receptors of PC1CP and PC2CP, cell attachment experiments
were performed after the incubation of cells with blocking anti-
bodies directed against specific integrin subunits (Fig. 3D).
Only an anti-R1 subunit antibody completely blocked cell
attachment by either PC1CP or PC2CP. We concluded that
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Figure 5. Immobilized PC2CP induces apoptosis of endothelial cells and
PHCs, whereas soluble PC1CP promotes endothelial cell migration.

A and B, immobilized PC2CP but not PC1CP induces EAhy926
endothelial cell (white boxes) and PHC (black boxes) apoptosis. Cells

(1 x 10% were cultured for 48 h in 96-well plates after coating with the
indicated proteins. Remaining cells were fixed and processed for TUNEL
analysis. Cells per field (A) and the proportion of TUNEL-positive cells (B)
were counted based on DAPI and TUNEL observation. FN, fibronectin.

#, P < 0.05. ##, P < 0.01 versus control. C, standard Boyden chamber
migration assay. PC1CP (full line) or PC2CP (dotted line) were added at the
indicated concentrations in the bottom chamber and 4 x10* EAhy926 cells
were allowed to migrate for 4 hours. Cells that had reached to bottom
surface of the membrane were counted per field. Bars indicate SD.

adhesion promotion by PC1CP and PC2CP was dependent
on B1 subunit-containing integrins. We could not ascertain
whether they bound all 31-containing integrins independently
on their a subunit, as antibodies directed against several
specific a subunits were not tested.

Distinct peptides corresponding to PC1CP and PC2CP are
capable of inducing cell attachment

To better understand the structural basis of the different
capacities of PC1CP and PC2CP to induce cellular adhesion,
we generated a library of 18-mer peptides encompassing
whole primary structures of PC1CP and PC2CP, and chal-
lenged their respective abilities to promote cell attachment.
The peptides were classified as corresponding to either
conserved or divergent regions between PC1CP and PC2CP
(Fig. 4A). None of the conserved peptides induced significant
cell adhesion (data not shown). In contrast, several divergent
peptides did. In particular, peptides D3 and D9, from both
PC1CP and PC2CP, induced significant but differentially
efficient cell attachment (Fig. 4B). Further, peptide D10 from
PC2CP, but not that from PC1CP, induced significant cell at-
tachment, suggesting that this region of the two proteins
might participate in the discriminating structural features of
PC1CP and PC2CP. Cells attached to peptides remained round
and lacked apparent actin reorganization (data not shown).
We concluded that the cell-adhesive properties of PC1CP
and PC2CP originated from distinct structural determinants
contained at least in regions D3, D9, and D10, the coordinated
action of which was not fully recapitulated in bacterial pro-
teins due to misfolding of the polypeptide or the lack of cova-
lent multimers. The combined differential binding of these
protein regions to their receptor(s), which seem to include
R1 integrin subunit, may constitute the structural basis of
the differential adhesive properties of PC1ICP and PC2CP,
and possibly of their downstream signaling functions.

Immobilized PC2CP but not PC1CP induces the apoptosis
of PHCs and endothelial EAhy926 cells

The functional consequences of cellular adhesion promot-
ed by PC1CP and PC2CP were then investigated. PC1CP,
PC2CP, or fibronectin were coated in 96-well plates at con-
centrations allowing optimal adhesion and either PHCs or
human endothelial EAhy926 cells were cultured on coated
surfaces. Because there was a marked decrease of cell num-
ber remaining in PC2CP-coated wells, we performed cell enu-
meration and TUNEL/BrdUrd incorporation experiments.
After a 48 hours of culture, the number of cells of both types
remained at similar levels in control, fibronectin-, and
PCI1CP-coated wells, but decreased by ~50% in PC2CP-coated
wells (Fig. 5A). The proportion of remaining cells, which were
positive for BrdUrd incorporation, was similar in all groups
(data not shown). In the TUNEL assay (Fig. 5B), remaining
cells grown on fibronectin or PC1CP exhibited a slightly,
but nonsignificant decrease in apoptosis compared with con-
trols, whereas those grown on PC2CP exhibited an ~3-fold
increase in apoptosis rate. We concluded that immobilized
PC2CP, but not PC1CP, induced apoptosis of both PHCs and
endothelial EAhy926 cells, without obviously affecting cell
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growth per se. When PC2CP was administered as a soluble pro-
tein, or when bacterial PC2CP was used instead, no changes
were observed. Therefore, apoptosis induction by PC2CP re-
quired its native structure and immobilization.

PCI1CP, but not PC2CP, promotes migration of
EAhy926 cells

The heterotrimeric COOH-terminal propeptide of procol-
lagen I, which is very similar to PCI1CP, induces chemotact-
ism of EAhy926 cells (9). Therefore, we investigated the
capacity of PCICP and PC2CP to promote migration in a
classic Boyden chamber assay (Fig. 5C). PC1CP induced ob-
vious promotion of EAhy926 migration in a dose-dependent
manner. In contrast, PC2CP induced little, if any, migration,
even at the highest doses tested. We concluded that PC1CP,
but not PC2CP was capable of inducing migration of these
cells. We asked whether PC2CP was able to inhibit the PC1CP-
induced migration of EAhy926 cells but could not show such
inhibition (data not shown). These data suggested that PC1CP,
but not PC2CP, might promote angiogenesis through in-
duction of endothelial cell motility.

Soluble PC1CP and PC2CP differentially modulate gene
expression in PHCs

The downstream signaling of PC1ICP and PC2CP was then
investigated in terms of gene expression regulation. Again
based on previous data about the heterotrimeric COOH-
terminal propeptide of procollagen I, we focused our investi-
gations on VEGF, MMPs, and CXCR4, which were previously
found upregulated by this molecule and involved in tumor
metastasis and vascularization (12-15). When chondrocytes
were stimulated with immobilized PC1CP and PC2CP in
serum-free medium (SFM), no obvious changes in their gene
expression could be evidenced (data not shown). When stim-
ulated with 20 pg/mL soluble PC1CP or PC2CP, chondrocytes
exhibited gene regulation, however (Fig 6). Both PC1CP and
PC2CP significantly induced VEGF expression with compara-
ble efficacies (Fig. 6). PC2CP, but not PC1CP, induced MMP13
expression (Fig. 6). Finally, CXCR4 mRNA was increased 10-
fold by PC1CP, but 200-fold by PC2CP (Fig. 6). No significant
differences in the expression of cartilaginous extracellular
matrix components were observed. These data show that sol-
uble PC1CP and PC2CP differentially modulated in PHCs the
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expression of genes potentially implicated in vascularization
and metastasis of chondrosarcoma. Soluble PC2CP favors the
expression of genes that are considered as acting toward ex-
tracellular matrix destruction, vascularization, and metasta-
sis to an even greater extent than PC1CP.

Discussion

Over the years, extracellular matrix degradation fragments
and by-products have been considered as important signaling
molecules. In the context of cancer, fragments of several col-
lagen types modulate tumor behavior. Endostatin (16, 17), the
COOH-terminal fragment of Collagen XVIII, inhibits endothe-
lial cell migration and is a potent inhibitor of angiogenesis
in vitro and in vivo. Fragments of collagen IVa decrease the
proliferation and induce the apoptosis of endothelial cells
in vitro and inhibit tumor growth in vivo (17, 18). Conversely,
the heterotrimeric propeptide of procollagen I, also termed
C3, induces migration (9, 12) in vitro and favors breast carci-
noma tumor vascularization in xenograft mice (15). Therefore,
either protumoral or antitumoral functions have been attrib-
uted to polypeptides of collagen origin. Although the detailed
mechanisms of function of these polypeptides remain contro-
versial, they all apparently imply integrin signaling (9, 17, 18).

Physiologically, the C-propeptide of procollagen I con-
sists primarily in a heterotrimer of two al and one
a2 subunits, also termed C3 (9). An imbalance in the levels
of COLIal and COLla2 expressions can result in the syn-
thesis of procollagen I devoid of the Ia2 subunit (19), how-
ever. Our proteomic search for proteins upregulated in
chondrosarcoma revealed increased C-propeptide of PC1CP
(Fig. 1), but not Ia2. RT-PCR measurements of the expres-
sion of Ia2 in chondrogenic tumors suggested that it was
30 or more times lower than that of Ial (data not shown).
Therefore, in the context of chondrogenic tumors, investi-
gating the function of PC1CP was more pertinent than
that of C3. We postulated, however, based on the strong
homology between these two proteins, that PCICP might
favor angiogenesis and tumor progression.

Cartilage is an avascular tissue and therefore has been
proposed as a source for antiangiogenic factors (20). PC2CP,
also termed chondrocalcin, is one of the most highly synthe-
sized proteins of articular cartilage as part of procollagen II
(21) and was found in our proteomic study to accumulate
mainly in benign tumors (Fig. 1). Therefore, we thought that
it would be a good candidate as an inhibitor of angiogenesis
from cartilaginous origin. There is a well-accepted relation-
ship between the differentiation level of chondrogenic tu-
mors and their potential malignancy (1, 3). However, a
direct functional link between the two is lacking. PC1CP
and PC2CP are translated as part of the precursors of
COLlal and COL2, respectively, and they act as structural
scaffolds important for the trimeric assembly of procollagens
(22). Upon secretion, PC1CP and PC2CP are cleaved from
their respective procollagen molecules to allow fibrillation
(23). COL2 is considered the best marker of articular chon-
drocyte differentiation, whereas COL1 is a marker of chon-

drocytic dedifferentiation (3, 24). This is in accordance
with our observations, as PCICP seems to increase whereas
PC2CP decreases with dedifferentiation (Figs. 1 and 2). Fur-
ther, in most chondrosarcomas, PC1CP localized primarily to
most dedifferentiated tumor areas, which also exhibited
higher vascularization (Fig. 2). More surprisingly, depending
on the tumor considered, PC2CP either localized diffusely
throughout the tumor or concentrated to very particular
sites (Fig. 2C and D). Based on these observations, we inves-
tigated the functions of either soluble or immobilized (on
plastic), purified, recombinant PC1CP and PC2CP. We pre-
ferred to use PHCs as a cellular model rather than available
immortalized chondrosarcoma cell lines, which exhibit pro-
foundly dedifferentiated phenotypes (25) and most likely de-
fective cell death regulation.

‘When immobilized, recombinant, native PC1CP and PC2CP
induced cellular adhesion in a 31 subunit in an integrin-
dependent manner (Fig. 3) with different efficacies. Their
adhesive properties depended on the structural arrangement
of at least three distinct, divergent subdomains (Fig. 4). We
did not determine whether both proteins bind identical or re-
spectively distinct subsets of R1 integrins. Nevertheless, it was
likely that the PC1CP- or PC2CP-mediated adhesion would re-
sult in differential downstream signaling. Indeed, immobi-
lized PC2CP induced apoptosis of PHCs and EAhy926 cells,
whereas immobilized PCICP did not (Fig. 5A and B). This
finding favored the hypothesis that PC2CP, but not PC1CP,
acted against tumor progression and vascularization when
immobilized. We could not show a function of immobilized
PCI1CP. Indeed, in tumors, PC1CP was never observed in such
a concentrated pattern as PC2CP. Soluble PC1CP, however,
induced the dose-dependent migration of EAhy926 endothe-
lial cells in the Boyden chamber assay (Fig. 5C), as earlier
shown for C3 (9), whereas PC2CP did not. Soluble PC1CP in-
duced the expression of VEGF and CXCR4 (Fig. 6). VEGF is a
major actor of angiogenesis and its expression correlates to
chondrosarcoma grade and proliferating capillary index
(26). CXCR4 and its cognate chemokine SDF-1/CXCL12 con-
tribute to local and distant metastasis and to angiogenesis
in a variety of cancers (27) and promote chondrosarcoma
cell invasion in vitro (13). Therefore, all observed functions
of PCICP suggested that it could favor chondrogenic tumor
vascularization and progression, whereas immobilized PC2CP
could inhibit it. However, soluble PC2CP induced VEGF ex-
pression by chondrocytes similarly to PCICP (Fig. 6). Not only
so, but it induced CXCR4 expression to a much higher extent
(Fig. 6) and that of MMP13, whereas PCICP did not. MMP13
is a major catabolic enzyme of cartilage extracellular matrix,
which was proposed as contributing to chondrosarcoma pro-
gression (28). Therefore, although immobilized PC2CP in-
duced the apoptosis of PHCs and endothelial cells, soluble
PC2CP regulated gene expression in chondrocytes in a man-
ner that may favor tumor progression and angiogenesis to a
greater extent than PC1CP. Of note, the intratumor localiza-
tion of PC2CP suggested that it was predominantly immobi-
lized in enchondroma, whereas its diffusing appearance was
better represented in chondrosarcoma. Our data do not prove
that the differential localizations of PC2CP translate variable
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solubility. Nevertheless, the localization patterns observed for
PC2CP in many tumors were impressively stringent (Fig. 2D).
Furthermore, our functional data suggest differential func-
tions of soluble and immobilized PC2CP. This was also ob-
served for Endostatin, which exerted antagonistic functions
toward cell survival and migration through integrin receptors,
depending on whether it was administered as soluble or
immobilized (29). Altogether, our data point to previously
underestimated consequences of collagen metabolism over
chondrogenic tumor behaviors. Not only the respective levels
of PC1CP and PC2CP in chondrogenic tumors, but also their
interactions with the surrounding extracellular matrix may
modulate tumor progression, angiogenesis, and metastasis.
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RESUME DE LA THESE :

Le diagnostic différentiel entre les chondromes et les chondrosarcomes est difficile méme
pour des pathologistes spécialisés et nécessite une collaboration entre les cliniciens, les
radiologues et les pathologistes. Pour poser le diagnostic de tumeur bénigne ou maligne, le
pathologiste ne dispose a I’heure actuelle d’aucun marqueur immunohistochimique
discriminant et validé. C1CP et C2CP (COOH terminal propeptides of procollagen lal et
2al) sont proposés pour étre des marqueurs différentiels entre les chondromes et les
chondrosarcomes.

Le travail présenté a pour objectif d’étudier ces deux protéines par technique
immunohistochimique sur des chondromes et des chondrosarcomes afin de vérifier cette
hypotheése. Le marquage de ces deux protéines a été étudié selon sa distribution et son
intensité dans la matrice extracellulaire. Nous avons sélectionné 46 chondrosarcomes et 34
chondromes entre 2000 et 2009. Nous avons comparé¢ le marquage de C1CP et de C2CP dans
trois situations : chondromes versus chondrosarcomes, tumeurs de bon
pronostic (chondromes, chondrosarcomes de grade 1 et chondrosarcome a cellules claires)
versus tumeurs de mauvais pronostic (chondrosarcomes de grade 2 et 3, chondrosarcomes
dédifférenciés, chondrosarcomes mésenchymateux), et chondromes versus chondrosarcomes
de grade 1.

I existe des différences significatives entre chondromes et chondrosarcomes (p<0,05) et entre
tumeurs de bon pronostic et tumeurs de mauvais pronostic (p<0,05). Aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre chondromes et chondrosarcomes de grade 1.
L’¢tude de CI1CP et C2CP par technique immunohistochimique présente de nombreuses
difficultés techniques et n’apporte pas d’argument fiable au diagnostic différentiel. Si 1’étude
du marquage de C1CP et de C2CP fait apparaitre des valeurs significatives au sein de notre
population, elle ne permet pas de classer une tumeur en chondrome ou chondrosarcome.
Cependant d'autres méthodes de détection de ces protéines comme 1’é¢tude de leur
immobilisation, ou de leur solubilisation, voire méme leur circulation, pourraient peut-étre
donner des résultats plus significatifs?

TITRE EN ANGLAIS :
Interest of analysis of CICP and C2CP expression by immunohistochemistry for the
differential diagnosis between chondromas and chondrosarcomas.
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