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RESUME

La meilleure compréhension de Taspect morphologique et moléculaire de
’hépatoblastome est tres importante pour diagnostiquer plus précisément la maladie, ainsi que
pour développer des nouvelles approches thérapeutiques. Ce présent travail a pour objectif
d’étudier les types histologiques de I'hépatoblastome et de rechercher d’une part la corrélation
entre le taux sérique de I’Alpha-foetoprotéine et son intensite selon les différents sous-types
histologiques. D’autre part rechercher la localisation de la 3-caténine et son intensité dans les
differents sous-types histologiques.

Afin d’atteindre cet objectif, nous avons mené une étude sur 30 patients atteints
d’hépatoblastome, dans une période de 8 mois, de février & septembre 2017. Nous avons
utilisé les techniques Hématoxyline-éosine et immunohitochimie.

Les résultats obtenus démontrent que I'hépatoblastome est une tumeur rare survenant
surtout chez le petit enfant (avant 'age de 3 ans), avec une prédominance de sexe masculin.

Le dosage sérique d’Alpha-feetoprotéine indique que son taux est eleve (<100 ng/mL)
dans plus de 90% des cas de differentes classifications histologiques, tandis qu’il est faible
dans les cas présentant une histologie indifferenciée a petites cellules. L’immunomarquage de
cette molécule indique qu’il n’existe aucune corrélation entre son taux sérique au moment du
diagnostic et son expression dans les tumeurs étudiés. L’immunomarquage de la B-caténine
montre que cette molécule est exprimée dans la majorité des cas, ce qui indique son
importance dans la tumorigénése de I’hépatoblastome.

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure que le dosage sérique de I’Alpha-
feetoprotéine est un examen essentiel pour le diagnostic et le pronostique de I'hépatoblastome

et que la B-caténine est un outil axillaire dans son diagnostic.

Mots clés : Hépatoblastome, P-caténine, Alpha-feetoprotéine, Diagnostic, Immunomarquage,

Types histologiques .



ABSTRACT

The best understanding of the morphological and molecular aspect of hepatoblastoma is
very important in order to more accurately diagnose the disease and to develop new
therapeutic approaches.

The objective of this work is to study the histological types of hepatoblastoma and to
investigate the correlation between the serum alpha-fetoprotein level and its intensity
according to different histological subtypes. On the other hand, we investigate the localization
of B-catenin and its intensity in the different histological subtypes.

In order to achieve this goal, we conducted a study of 30 patients with hepatoblastoma,

in a period of 8 months, from February to September 2017. We used Hematoxylin-Eosin and
Immunohitochemistry techniques.

The results show that hepatoblastoma is a rare tumor occurring mainly among the young

child (before the age of 3 years), with a male predominance.

The alpha-fetoprotein serum dosage indicates that it is high (<100 ng/mL) in more than 90%
cases of different histological classifications, while it is low in cases with small cell
differentiated histology. The immunolabeling of this molecule indicates that there is no
correlation between the serum level at the time of diagnosis and its expression in the tumors
studied. Immunolabelling of B-catenin shows that this molecule is expressed in the majority of

cases, indicating its importance in the tumorigenesis of hepatoblastoma.

From these results, we can conclude that serum alpha-fetoprotein is an essential
examination for the diagnosis and prognosis of hepatoblastoma and that B-catenin is a useful
axillary in its diagnosis.

Key words: Hepatoblastoma, B-catenin, Alpha-fetoprotein, Diagnosis, Immunolabelling,
Histological types.
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Liste des abréviations

AFP: Alpha-feetoprotéine.

APC: Adenomatous polyposis coli.

BWR1A: Beck-with-Wiedemann-related gene 1A/ORCTLZ2, organic cation transporter-like2.
CHU: Centre hospitalier universitaire.

Dsh: Dishevelled.

FZD: Frizzled.

GSKa3: Glycogene synthase kinase-3.

HB: Hépatoblastome.

HE: Hématoxyline-éosine.

hFLMPC: cellules progénitrices multipotentes hépatiques foetales humaines.
IGF2: Insulin growth factor 2.

IHC: Immunohistochimie.

JAK: Janus Kinase.
LRP: Lipoprotein Receptor-related Protein.

MT: Macrotrabéculaire.

MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog.

PAF: Polypose Adénomateuse Familiale.
PBH: Ponction biopsie hépatique.

PLKZ1: Polo-like kinase-1.

PRETEXT: PRETreatment EXTent of disease.

SBW: Syndrome de Beckwith-Wiedemann.

SCU: indifférencié a petites cellules.



SOCS-1: Suppressors Of Cytokines Signalling.

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription.
TCF/LEF: T-Cell Factor/ Lymphoid Enhancer Factor.
TNM: Tumor, Node, Metastasis.

WNT: Wingless-type MMTV Integration site family member.

YAP: Yes-associated protein 1.

B-HCG: béta hormone Chorionique Gonadotrope.



GLOSSAIRE

Hépatectomie : intervention chirurgicale consistant a retirer la totalit¢ ou une partie d’un

foie malade.
Hépatomégalie : augmentation anormale du volume du foie.

Ictére : coloration jaune de la peau, de la sclérotique (blanc de I'ceil) et des muqueuses, due a

I'accumulation, dans le sang, de la bilirubine (pigment dérivé de 'hémoglobine).

Imagerie par résonance magnétique (IRM) : une technique de diagnostic qui permet

d’obtenir des coupes transversales d’organes et des structures de I'organisme.

L’anémie de Fanconi : est une maladie génétique rare du sang dans laquelle la moelle
osseuse ne produit pas assez de cellules sanguines.

La polypose adénomateuse familiale (PAF) : est une affection héréditaire rare qui se
manifeste par une polypose recto-colique familiale (apparition de centaines ou de milliers de

polypes au niveau du cdlon) et des tumeurs cutanées ou digestives.

L'ataxie télangiectasie : associe un déficit immunitaire mixte sévere - portant surtout sur
limmunité humorale - a une ataxie cérébelleuse progressive.

Segmentectomie : consiste a enlever un seul segment du foie.

Syndrome d’alcoolisme feetal : est une affection associée avec la consommation alcoolique
durant la grossesse, il provoque une varieté de déficiences pour le bébé tant sur le plan mental
et physique que celui du développement.

Syndrome de Beckwith-Wiedemann : une maladie génétique caractérisé par une croissance

excessive et des malformations congénitales.

Syndrome de Li Fraumeni : affection rare du sujet jeune consistant en une prédisposition a
diverses tumeurs.

Tomodensitométrie (TDM) : procédé radiologique utilisant les rayons X et permettent, in

vivo, I'étude en coupe des différents tissus du corps humain.

Tumorectomie : intervention chirurgicale consistant a enlever une tumeur.
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Introduction

L'hépatoblastome (HB) est une tumeur pédiatrique maligne relativement rare (Horton
et al., 2009). Il atteint surtout I'enfant de moins de 03 ans (Taque et al., 2013). Les garcons
sont plus touchés que les filles avec un &ge moyen de 18 mois au moment du diagnostic (Ochi
et al., 2015). La plupart des HB sont sporadiques, mais certains sont associés a des anomalies
et a des malformations génétiques constitutionnelles, comme le syndrome de Beckwith-
Wiedemann (SBW) et la polypose adénomateuse familiale (PAF). Au cours des trois
dernieres décennies, lincidence annuelle de HB chez les enfants a progressivement augmente
(Hiyama, 2014). Il se révele le plus souvent par une augmentation du volume de labdomen.

Cependant, chaque enfant peut éprouver des symptomes differemment (Justine et al., 2016).

Le diagnostic de HB repose sur I'imagerie et le dosage de 'AFP (Hilali et al., 2014).
Le niveau sérique d’AFP est élevé chez 90% des enfants atteints de HB, et les tumeurs qui ne
parviennent pas a exprimer AFP au moment du diagnostic sont jugées biologiquement plus
agressives (Meyers, 2007). La biopsie percutanée peut étre utilisée pour établir le diagnostic
(Ochi et al, 2015).

Les HB sont évidemment dérivés de cellules souches ou de cellules progénitrices
précoces des differents composants épithéliaux du foie (Von Schweinitz, 2012). Ceci explique
I'hétérogénéité cellulaire de la tumeur et les différents sous-types histologiques observés
(Garnier et al., 2016). Ils sont classés en deux types : les HB purement épithéliales et les HB
mixtes (épithélial et mésenchymateux) (Vokuhl et al., 2016). Le HB épithélial comprenant les
sous-types suivants : foetal pur, embryonnaire, macro-trabéculaire (MT) et le sous-type

indifferencié a petites cellules (SCU). Bien que le HB mixte peut présenter avec ou sans
caractéristiques teratoides (Spyridakis etal., 2014).

Les anomalies biochimiques, biologiques et moléculaires récemment détectées dans
les HBs sont liées a la croissance et a la régulation du cycle cellulaire. Les altérations de la
voie de signalisation B-caténine sont les plus importants dans les HB (Zimmermann, 2005). la
B-caténine est mutée dans 50 a 90 % des cas d’HB (Davenport et al., 2012 ).

L’objectif de notre travail est d’étudier I'aspect morphologique et moléculaire de HB.
Nous avons essayé d’évaluer I'expression de ’AFP dans le diagnostic des differents sous-

types histologigues de HB et de chercher d’une part, une éventuelle corrélation entre




I'expression de I'AFP et leurs sous-types histologiques et d’autre part, la corrélation entre
I'expression de cette protéine et leur taux sérique. Nous avons aussi essayé de chercher la

localisation de la B-caténine et son intensité dans les différents sous-types histologiques afin

de détecter le type de 'accumulation, au niveau des cellules tumorales.

Pour ce faire, nous avons divisé notre travail en trois chapitres. Outre lintroduction,
le premier chapitre concernant les données bibliographiques rapporte des données
histophysiologiques  du foie et comporte une synthése bibliographique sur I’hépatoblastome.
Dans le deuxieme chapitre, nous présentons respectivement le matériel et les méthodes
utilisés pour la réalisation de ce travail, tandis que le troisieme chapitre est consacré aux
résultats obtenus et leur discussion. Enfin, nous terminons par une conclusion générale et des

perspectives.




RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. 1. Rappels anatomique, histologique et physiologique du foie

1.1.1. Anatomie

Le foie est la plus volumineuse des glandes annexes du tube digestif. 1l a des fonctions
métaboliques complexes, indispensables a la vie (Castaing et Veilhan, 2008). Il est entouré d'une
capsule fibreuse, la capsule de Glisson, qui se prolonge a lintérieur du foie par les gaines
fibreuses périportales entourant les vaisseaux portaux ou pédicule glissonien. Ce pédicule est
composé de la veine porte, I'artére hépatique et le canal biliaire. Le foie est un organe porte,

c’est-a-dire interposé entre deux circulations veineuses : la circulation porte et la circulation cave

(Deren, 2012).

Ainsi, on décrit extérieurement deux lobes principaux, délimités par [I'insertion du
ligament rond et du ligament falciforme, le sillon gauche et le sillon du ligament veineux : le

lobe droit (environ 75 % du volume) et le lobe gauche (environ 25 % du volume) (Beaugerie et
Sokol, 2014) (Figure 1).

Entre ces deux lobes majeurs, on distingue le lobe carré et le lobe caudé. La vésicule
biliaire est attachée au foie a la limite du lobe carré et du lobe hépatique droit. Le lobe carré et le
lobe caudé sont séparés par un sillon appelé le hile du foie. C'est au niveau du hile que la veine

porte et lartere hépatique pénetrent dans le foie, et que passent des canaux biliaires majeurs

(Ciacio et Castaing, 2015) (Figure 2).

Lobe droit

Canaux hépatiques

Lobe carré

Sillon du ligament rond

—— Lobe gauche du foie
Lobe droit
du foie

Hile hépatique
Canal cystique

Canal biliaire

Vésicule biliaire
Veine porte Sillon du ligament

Artére hépatique propre Lobe caudé veineux

Figure 1 : Face diaphragmatique du foie Figure 2 : Faces viscérales du foie

(Beaugerie et Sokol, 2014). (Beaugerie et Sokol, 2014).
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Chaque lobe du foie est divisé en segments; on compte 8 segments numérotés de 1 a VIII
(Ciacio et Castaing, 2015). Le foie gauche (segments Il, 11l et IV) recoit la branche de la veine

porte, le foie droit (segments V, VI, VII, VII) la branche droite. Le segment | (lobe caudé)
n’appartient ni au foie droit ni au foie gauche (Adem et Petit, 2014) (Figure 3).

Ces divisions anatomiques sont importantes pour les interventions chirurgicales (Ciacio
et Castaing, 2015).

Right posterior \ Right anterior | Left medial Left lateral
section . section |  section section
 ; . L

Righthepatlevaln. + Middle hepatic vein

i Left hepatic vein

Hepatic
duct

Inferior '
vena cava |

Cystic Bile Portal Hepatic
Gall bladder duct duct wein artery

Figure 3 : Segments du foie humain et nomenclature chirurgicale actuelle des sections de
foie (Siriwardena etal., 2014).

1.1.2. Histologie

Le foie est constitué de millions de lobules hépatiques entre lesquels circulent :
- les vaisseaux sanguins qui alimentent les lobules et collectent les substances qu'ils produisent.
- des canaux biliaires qui collectent la bile produite par les lobules.

Au centre de chaque lobule hépatique, une wveine centrolobulaire collecte le sang qui
quitte le lobule. Chaque lobule est constitué de milliers de cellules hépatiques et des sinusoides
(Ciacio et Castaing, 2015) (Figure 4).
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Cellule de Kupffer
dans un sinusoide (jaune)

Travées d'hépatocytes
Sinusoides

Hépatocyte

Veine centrolobulaire

Bile dans les
canalicules biliaires

Anére hépatique

Veine porte

Conduit biliaire
interlobulaire

Figure 4 : Schéma de I’organisation histologique du lobule hépatique (Beaugerie et Sokol,
2014).

+ Les hépatocytes

Sont des grandes cellules polyédriques avec de gros noyaux ronds au nucléole bien
visible. La taille des noyaux peut changer de facon importante en fonction de l'‘état de la cellule.
Le cytoplasme, trés abondant et granulaire, a également un aspect variable qui dépend de [létat
nutritionnel de lindividu. Les cellules bordantes des sinusoides se distinguent facilement des
hépatocytes par leurs noyaux aplatis, condensés, et leur cytoplasme peu coloré (Beaugerie et
Sokol, 2014).

#+ Les sinusoides

Sont fenestrés et ne sont pas entourés de membrane basale. Leur paroi est constituée de
quatre types de cellules : cellules endothéliales sinusoidales, cellules de Kupffer,  cellules
étoilées du foie et lymphocytes associés du foie. Les sinusoides sont séparés des hépatocytes et
plus particulicrement de leurs membranes sinusoidales par I'espace de Disse, contenant quelques

fibres et faisceaux de collagene et autres composants matriciels (Elmarzgioui, 2009).

+ Les hépatoblastes

Ce sont des progéniteurs bipotents; les hépatoblastes situés dans le parenchyme
hépatiqgue donnent naissance aux hépatocytes. En revanche, la différenciation biliaire est induite
dans les hépatoblastes situés a linterface entre le mésenchyme entourant la veine porte et le
parenchyme hépatique. Elles expriment les geénes du foie foetal (AFP) ainsi que les marqueurs
des hépatocytes (Albumine) et des cellules épithéliales biliaires (Cytokératine-19) (Zorn, 2008).
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1.1.3. Physiologie

Le foie occupe une position centrale dans le métabolisme général (Lullmann-Rauch,
2008). C’est I'organe principal du maintien de la glycémie, par la réserve de glucose sous forme

de glycogéne (Monge, 2006). Il effectue des sécrétions exocrines (bile) et synthétise de

nombreuses substances passant dans le sang, comme des protéines sériques, des facteurs de

coagulation, des lipoprotéines, (Lullmann-Rauch, 2008), aussi des protéines de I'inflammation,

certains facteurs de croissances et le cholestérol. Le foie joue un rble majeur dans la
détoxification du sang. C’est l'organe par excellence de Iimmunité naturelle ; il est riche en
leucocytes et représente la premiére ligne de défense de Tlorganisme en attendant que des

mécanismes de 'immunité spécifiques se mettent en place (Monge, 2006).
1.2. Hépatoblastome

Les tumeurs du foie sont rares chez I'enfant, chez lequel elles ne représentent que 1,2 a
3% de toutes les tumeurs malignes pédiatriques. L’hépatoblastome est le type histologique le
plus fréquent (Sarnacki et al., 2009). C’est une tumeur solide abdominale (Guo, 2017)
caractérisee par la prolifération de cellules épithéliales hépatiques immatures (hépatoblastes
embryonnaires ou feetaux), souvent associées a des composants d’origine mésenchymateuse
(ostéoide, chondroide, adipocytaire) ou méme occasionnellement tératoides (Armengol et al.,
2005).

1.2.1. Epidéemiologie

L’incidence annuelle de I'’hépatoblastome est de 1,5 cas par an pour un million d'enfants
agés de moins de 15 ans. Elle est supérieure chez les garcons (1,57) par rapport aux filles (1,09)
(Czauderna et al., 2014). Au cours des trois dernieres décennies, lincidence annuelle de HB chez
les enfants a progressivement augmenté (Hiyama, 2014). L’amélioration des connaissances et de
la prise en charge des patients atteints de HB a permis une augmentation globale de la survie de
30% dans les années 1970 a 80% aujourd’hui (Czauderna et al., 2014). Cependant, des écarts
importants subsistent en fonction du stade de la maladie avec une survie globale allant jusqu’a
100% pour les stades les plus précoces et qui descend a 30% pour les stades les plus avancés
(Von Schweinitz, 2012).

1.2.2. Facteurs de risque

La plupart des cas de HB sont sporadiques mais 5% sont associes a des anomalies

génétiques constitutionnelles, des malformations et/ou des syndromes de cancers familiaux.
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L’incidence de HB est plus élevée en cas de SBW, la PAF, le syndrome de Li Fraumeni,
occasionnellement on retrouve des cas de HB associés a la trisomie 18 (syndrome d’Edward), la
neurofibromatose, l'ataxie télangiectasie, 'anémie de Fanconi (Justine et al., 2016), syndrome de
Gardner, syndrome d’alcoolisme foetal (Salam et al., 2009) et hemihypertrophie (Garnier et al.,
2016).

Certains genes ont été impliqgués (géne APC, [-caténine). Il peut exister une perte
d’hétérozygotie du chromosome 11(Franchi-Abella et Pariente, 2005).

Des facteurs de risques environnementaux ont également été identifies tels que
l'oxygénothérapie, les médicaments tels que le furosémide, la nutrition parentérale totale, les
radiations, les plastifiants et d'autres toxines jouent un réle. De plus, des études récentes ont
montré que le tabagisme maternel et paternel préconceptionel et le tabagisme gestationnel
constituent un facteur de risque d'hépatoblastome (Von Schweinitz, 2012), L’exposition
professionnelle maternelle au charbon, pétrole, colorants ou pigments (El Alaoui, 2015).

La naissance prématurée et un petit poids a la naissance (<1,500 kg) sont également des
facteurs de risques de développement de HB (Ansell et al., 2005).

1.2.3. Dépistage et diagnostic

Chaque enfant peut éprouver des symptomes differemment. Les symptomes peuvent
varier en fonction de la taille de la tumeur, la présence et la localisation des métastases. Les
symptdmes peuvent inclure: une grande masse abdominale, I’hépatomégalie, une perte de poids,
une perte d'appétit, des douleurs abdominales, des nauseées et des vomissements, Tictere, la
fievre, des démangeaisons et des veines dilatées sur le ventre qui peuvent étre vues a travers la
peau (Justine et al., 2016).

Certains hépatoblastomes sécrétent de la R-HCG, pouvant parfois étre responsable de
signes de puberté précoce ce qui peuvent témoigner d’un syndrome paranéoplasique (Franchi-

Abella et Pariente, 2005).

Lors de la suspicion d’un HB, plusieurs analyses sont nécessaires pour réaliser le
diagnostic (Indersie, 2016).

+ Le bilan biologique
L'alpha- foetoproteine (AFP) serique est le marqueur clinique le plus important pour HB
et reste le principal marqueur clinique du changement malin (Hiyama, 2014) ; il est élevé dans

plus de 90 % des cas d’hépatoblastomes (Spyridakis et al., 2014 ; Justine et al., 2016). De plus,
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plusieurs études ont montré que certains HB agressifs et associés a un mauvais pronostic
présentent un niveau bas d’AFP (<100ng/mL) (Meyers et al., 2009 ; Spyridakis et al., 2014 ).

L’AFP est une glycoprotéine de masse relative 67 kDa. Normalement sécrétée par le
placenta puis par le foie du feetus. Elle a une demi-vie de 5 a 6 jours. Sa synthése s’arréte
progressivement a partir de la naissance et son taux, €levé dans le sang du nouveau-né, décroit
régulierement pour se normaliser (< 10 ng/ml) vers le huitiéme mois de vie. Les dosages d’AFP
sont possibles sur le sérum, le liquide amniotiqgue et parfois, les liquides de ponction. Les
techniques sont immunochimiques (Denis et al., 2000).

+ Formule sanguine compléte

Une mesure de la taill, le nombre et la maturité des différentes cellules sanguines dans
un volume spécifique de sang. On remarque souvent un thrombocytose, la tumeur produit une
thrombopoiétine (Justine et al., 2016).

+ L’imagerie

L’imagerie doit non seulement confirmer la localisation intra-hépatique de la masse, mais

aussi renseigner sur 'opérabilit¢ de la tumeur et identifier des localisations secondaires (Taque et
al., 2013).

-A Téchographie abdominale : L'hépatoblastome se présente le plus souvent comme une
masse unique volumineuse d’échostructure solide, hyperéchogene (Justine et al., 2016), mais il
peut aussi étre multicentrique ou diffus a Pensemble du parenchyme (Taque et al., 2013).

-Le scanner et/ou I'imagerie par résonance magnétique (IRM) permettent de mieux
définir la localisation de la tumeur par rapport a la segmentation hépatique et pour rechercher
une atteinte des vaisseaux (veines sus -hépatiques, veine porte et/ou veine cave inférieure). Au
scanner, la Iésion reste hypodense par rapport au foie sain et la différence de densité se majore

apres injection de produit de contraste (Justine etal., 2016).

-L'invasion vasculaire est décrite par lexamen tomodensitométrie (TDM) (Justine et al.,
2016).

-Au moment du diagnostic, les métastases a distance sont recherchées au niveau des

poumons par la radiographie et le scanner (Chorfi, 2013).
+ La biopsie

Pour la confirmation histologique du diagnostic, une biopsie est habituellement prise chez

des patients qui ne subissent pas de résection tumorale primaire (Von Schweinitz, 2012). Elle

( 1
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faite par laparotomie, par laparoscopie, ou par une biopsie a aiguille percutanée guidée par image
dans la plupart des cas (Von Schweinitz, 2012 ; Davenport et al., 2012).

La biopsie est indispensable si le taux d’AFP n’est pas trés élevé (< 10 000 ng/ml) et chez
I'enfant de plus de trois ans (Chorfi, 2013).

1.2.4. Anatomie pathologique

L’hépatoblastome semble localisée un peu plus souvent dans le lobe droit du foie que le

gauche. Des atteintes des deux lobes ont été décrites (Louis, 2009) (Annexe 1).
1.2.4.1. Macroscopie

La tumeur solitaire ou multifocale apparait de couleur bigarrée, lobulee par des cloisons
blanchatres, comportant des foyers de nécrose jaunatre ou hémorragique, des calcifications, voire
des ossifications ; ces remaniements étant plus ou moins intenses en fonction de la réponse
tumorale a la chimiothérapie. La tumeur mal limitée emprisonne des foyers de parenchyme non
tumoral remaniés par I'inflammation et la fibrose d’autant plus importants que la tumeur est
volumineuse au diagnostic, atteignant parfois plus de 12 cm de plus grand diamétre (Taque et al.,
2013) (Figure 5).

Figure 5: image macroscopique d’un hépatoblastome (Bell et al., 2017).
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1.2.4.2. Microscopie

Les hépatoblastomes peuvent étre du type épithélial pur contenant des cellules feetales ou
embryonnaires ou un mélange des deux sous-types histologiques. D'autres sous-types épithéliaux
comprennent le sous-type macrotrabéculaire (MT), cholangioblastique et indifferencié a petites
cellules (SCU) (anciennement anaplasique) (Otte, 2010 ; Spyridakis et al., 2014). Une forme
mixte de HB contient du tissu mésenchymateux en plus des composants épithéliaux (Otte, 2010).
Le tissu meésenchymateux incluant des cellules fusiformes stromales, du tissu ostéoide ou
chrondroide ou du muscle squelettique, il apparait plus hétérogéne, en rapport avec la présence
de tissu cartilagineux, fibreux, des calcifications et des zones anéchogenes correspondant a des
nécroses ou des hémorragies (Taque etal., 2013).

Le HB mixte peut se présenter avec caractéristiques teratoides (Otte, 2010), quand il
contient du tissu mélanique, du tissu neuro-ectodermique ou des dérivés endoblastiques (Taque
et al., 2013), ou peut présenter sans caractéristiques teratoides (Otte, 2010).

Le HB feetal est constitué de cellules qui ressemblent a des hépatoblastes foetaux pendant
le développement embryonnaire. Les cellules polygonales mesurant entre 10 et 20 pm de
diamétre poussent en feuilles ou en trabécules & une ou deux cellules. Ces cellules ont des
noyaux ronds centralisés avec des enveloppes nucléaires bien délimitées, une chromatine
finement pointillée et des nucléoles discrets. Le cytoplasme apparait souvent clairement en
raison de la présence de glycogéne ou de lipide cytoplasmique. lls contiennent généralement des
grappes de précurseurs hématopoiétiques (hématopoigse extramédullaire) (Sharma et al., 2016).

L’histologie embryonnaire de HB ressemble au foie a 6-8 semaines de gestation et est le
schéma le plus couramment rencontré. Les cellules d'hépatoblastome embryonnaire sont
d'environ 10 a 15 pm de diametre, rondes ou plus communément angulées, avec un peu de
cytoplasme et un rapport nucléocytoplasmique élevé. lls poussent en feuilles et forment souvent

des structures tubulaires ou acinaires autour d'une lumiere centrale (Sharma et al., 2016).

Les cellules de HB SCU mesurent une taille de 7 a 8 pum. lls sont ronds a ovales avec un
peu de cytoplasme, une chromatine nucléaire relativement fine, des nucléoles peu visibles et une

activitt mitotigue minimale (Sharma et al., 2016).

Le HB cholangioblastique  montre une différenciation cholangiocytaire sous forme de
petites structures canalaires, qui expriment des Cytokératines biliaires 7 et 19. Ces éléments
peuvent étre situés dans ou entourant le composant hépatocellulaire de la tumeur. lls doivent étre

différenciés des structures tubulaires ou acinaires trouvées dans I'hépatoblastome embryonnaire,
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qui sont typiquement faibles avec moins de cytoplasme, plus actif mitotiquement (Sharma et al.,
2016).

Le HB MT est caractérisé par des plaques de cellules de plus de 20 cellules qui peuvent
étre trouvées sous forme pure ou en combinaison avec d'autres motifs. Les cellules de ces
macrotrabécules peuvent étre foetales, embryonnaires ou pléomorphes et peuvent étre similaires a

celles observées dans le carcinome hépatocellulaire (Haas et al., 1989 ; Sharma et al., 2016).
1.2.5. Base cellulaire et moléculaire de ’hé patoblastome
1.2.5.1. Base cellulaire de I’hépatoblastome

L'origine de I'hépatoblastome est complexe car elle provient d'hépatoblastes primaires et
probablement de cellules souches hépatiques encore moins différenciées ou de cellules
progénitrices multipotentes hépatiques feetales humaines (HFLMPC) (Bell et al., 2017).

L'origine potentielle des hépatoblastomes des hFLMPCs pourrait expliqguer non
seulement I'hétérogenéité cellulaire de la tumeur et les différents sous-types histologiques
observés (Bell et al., 2017 ; Garnier et al., 2016), mais aussi pourquoi 40% des échantillons de

tumeurs ont une image histologique mixte, y compris des éléments épithéliaux et
mésenchymateux (Bell et al., 2017).

1.2.5.2. Base moléculaire de ’hé patoblastome

Plusieurs anomalies biochimiques et biologiques moléculaires récemment détectées dans
les HB sont liées a la croissance et a la régulation du cycle cellulaire. lls incluent la régulation a
la hausse des facteurs de croissance, les altérations de lexpression des facteurs qui affectent
directement la progression du cycle cellulaire et les points de contrdle du cycle ainsi que les
protéines de cytokinases telles que PLK1 fortement exprimée dans HB pour indiquer un
pronostic médiocre. Un petit nombre de genes suppresseurs de tumeurs putatifs peuvent
également étre modifiés dans HB, par exemple, le géne BWR1A sur le chromosome 11p15.5 qui
est impliqué dans SBW (Zimmermann, 2005).

lls sont également caractérisés par des altérations complexes dans les voies de
transduction du signal. lls montrent [linactivation du gene SOCS-1, un inhibiteur de liaison Janus
Kinase (JAK) de la voie de signalisation JAK / STAT. Les altérations de la voie de signalisation
B-caténine sont les plus importants dans les HB (Zimmermann, 2005). La B-caténine est mutée
dans 50 a 90 % des cas de HB (Davenport et al., 2012 ; Taque et al., 2013), et ses partenaires
APC et Axine sont mutés dans 5 a 10 % des HB. D’autres voies ont été décrites comme, la voie

[ =)
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NOTCH, et la voie de I'lGF2 (Taque et al., 2013). La voie de hérisson Hedgehog (HH) (Von
Schweinitz, 2012) et la protéine cycline D1 (CCND1) était détecté a des stades avancés de la
tumeur (Armengol etal., 2011).

+ La B-caténine

B-caténine est une protéine trés conservée au cours de I'évolution, que I'on retrouve Sous
le nom d’Armadillo chez Drosophila melanogaster (Spencer et al., 2006). Elle est de 92 kDa,
constituée de 781 acides aminés, localisée dans le cytoplasme et le noyau des cellules (Lazar et
al., 2005 ). CTNNBL ; le gene codant pour la B-caténine localisé a la bonde p22 sur le bras court
du chromosome 3 (3p22.1), contient du N-terminal au C-terminal, un site de phosphorylation par
la GSK-3b de serine-thréonine, un site de liaison a a-caténine, 13 répétitions d'armadillo et un
domaine de transactivation (Debuire et al., 2002) (Figure 6).

APC
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Figure 6 : Représentation de la protéine B-caténine-1 avec ses domaines d'interaction

T o catenin binding

Phosphoryation

by GSK-3G Armadillo repeats

protéique (Debuire et al., 2002).

La B-caténine est un effecteur essentiel de la signalisation Wnt (Buendia 2002). Cette
protéine multifonctionnelle  joue un rdle essentiel dans le développement de divers organes
humains, y compris le muscle squelettique et le cerveau, pendant la croissance et la régénération
du foie ; joue un role important tant dans la prolifération des hépatoblastes et la difféerenciation et
la maturation des hépatocytes que dans ladhésion intercellulaire (Bell et al., 2017). Dans les
cellules épithéliales normales, la p-caténine se trouve a la membrane plasmique, dans un
complexe avec E-cadhérine, a-caténine et a-actinine (Adesina et al., 2008). Elle régule la
coordination de l'adhésion cellulaire et de la transcription des génes (Bourroul et al., 2016). Elle
sert de facteur clé dans les processus de développement embryonnaire tels que le transport

cellulaire, l'apoptose et l'activation anormale de la tumeur (MA etal., 2015).
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e La voie canonique Wnt / f-caténine
Etat WNT ON :

Une fois rassemblées par Wnt du cOté N-terminal extracellulaire (riche en cystéine),
Frizzled (FZD) (un membre de la superfamille des récepteurs couplés a la protéine G) et LRP
recrutent la protéine Dishevelled (Dsh) du c6té intracellulaire. Dsh recrute ensuite une protéine-
kinase appelée GSK3 (Glycogen Synthétase Kinase 3) qui va d'une part phosphoryler la partie
intracellulaire de LRP et d'autre part, cesser de phosphoryler la béta-caténine, ce qui permet sa
translocation vers le noyau et son association avec Tcf / Lef et l'activation des genes cibles tel :
MYC / CCND1. ZNRF3 favorise la dégradation du fonctionnement du récepteur WNT en tant

gue suppresseur de tumeurs (Pai et al., 2017).
Etat WNT OFF :

en labsence de ligand WNT, le complexe de destruction de la B-caténine, un complexe
tertiaire formé par axine, APC, CKla et GSK 3B phosphoryle la [3-caténine, qui par la suite subit
une dégradation par protéasome (Pai et al., 2017) (Figure 7).
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Figure 7 : Voie canonique de Wnt / p-caténine (Pai et al., 2017).

e Mutations activatrices de la p-caténine etoncogenése
La surexpression de la B-caténine induit une transformation maligne des lignes de cellules

immortalisées (Adesina et al., 2009) (figure 8).
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Figure 8 : Les étapes du développement normal du foie et de développement de HB
(Cairo et al., 2008).

Donc, Si la phosphorylation de la B-caténine est affectée en raison de mutations ou de
délétions dans lexon 3 du CTNNB1 ou des mutations affectant le mécanisme de dégradation de
la B-caténine, la voie devient active, comme cela est évident dans de nombreux cancers (Bell et
al., 2017).

La plupart des mutations dans I'hépatoblastome sont des délétions interstitielles ou des
mutations ponctuelles dans lexon 3 du CTNNBI1, qui modifient directement les sites de
phosphorylation de serine / thréonine de la B-caténine ou modifient un résidu dans le voisinage

immédiat des sites de phosphorylation, ce qui rend la protéine [B-caténine méconnaissable pour la
dégradation (Bell etal., 2017).

Il a été démontré que des délétions plus importantes affectant I'exon 3 de CTNNBL sont
plus fréquentes dans I'hépatoblastome avec histologie feetale, alors que les mutations ponctuelles
sont relativement plus abondantes dans les tumeurs embryonnaires et les hépatoblastomes SCU
(Bell et al., 2017).

La connexion YAP- B-caténine : Yap est un composant de la voie de signalisation Hippo.
Il n'y avait pas de développement de tumeur lorsque la B-caténine mutante ou I'Yap mutant a été
exprimée individuellement. La voie de signalisation de Yap coopére avec celle de la B-caténine
dans la pathogenese de I'hépatoblastome (Bell et al., 2017).

1.2.6. Pronostic

Etant donné que le résultat clinique dépend principalement de la résection tumorale
complete, les facteurs pronostiques actuels dépendent de la résécabilité tumorale qui tient compte

de lextension de la tumeur intra-hépatique, de la multifocalité, de [linvasion des vaisseaux

14

——
| —



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

hépatiques et des métastases a distance. Sur ces bases, les groupes a haut risque sont identifiés et
traités avec des protocoles de chimiothérapie intensifiés (Armengol etal., 2011).

1.2.6.1. Corrélations histologiques ou cellulaires du pronostic tumoral

Le pronostic est généralement considéré comme meilleur pour les HB du type feetal pur

par rapport aux types embryonnaires, SCU ou MT, moins différencies et plus agressifs
(Armengol et al., 2011).

L’histologie feetale pur a le plus petit indice mitotique, la présentation de la maladie est
locale, habituellement limitée a un lobe du foie (Bell et al., 2017).

Dautre part, lhistologie embryonnaire pose un risque plus élevé d'invasion dans de
multiples segments du foie et des vaisseaux sanguins et des lymphatiques, ainsi qu'un risque
accru de métastase car il est moins différencié et peut contenir des éléments anaplastiques et
teratoides. L'indice mitotique est habituellement élevé dans ces cas (Bell et al., 2017).

Le sous-type SCU est associeé a un pronostic defavorable et une plus grande incidence de

métastases (Davenport et al., 2012).

1.2.6.2. Corrélations moléculaires du pronostic tumoral

Etant donné que la localisation de la p-caténine differe dans les sous-types histologiques
de I'hépatoblastome, elle peut avoir une signification pronostique. Les hépatoblastes faiblement
différenciés (embryonnaire et SCU) ont une coloration nucléaire intense de la B-caténine, tandis
que les hépatocytes foetaux purs (WDF) ont une coloration membranaire prédominante de cette
protéine avec seulement une coloration nucléaire focale dans de nombreux cas. La visualisation
nucléaire de la B-caténine par IHC a été corrélée a une croissance tumorale plus agressive, a un

mauvais pronostic du patient et a une maladie avancée (Bell et al., 2017).
1.2.7. Les différentes classifications de le HB

Le systtme de mise en scéne TNM standard n'est pas utilisé habituellement chez les
patients atteints de HB (Fabre et al., 2004 ; Horton et al., 2009).
1.2.7.1. Classification histopathologique

Deux formes histologiques principales sont décrites et utilisées dans les classifications
depuis de nombreuses années (Meyers et al., 2011) : le type purement épithélial (56%) , qui est

le plus commun, et le type mixte épithéliallmésenchymateux (44%) . Parmi les HB purement
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épithéliaux, on distingue des sous-types histologiques: foetal (31%), embryonnaire (19%), SCU
(3%), MT (3%). Les HB mixtes peuvent étre dérivés de cellules stromales ou d’éléments

hétérogenes (sous-type tératoides) (Czauderna et al., 2014 ; Garnier et al., 2016).

1.2.7.2. Classification PRETEXT

La classification PRETEXT est realisée avant lintervention, a partir des résultats des
examens d'imagerie médicale pour caractériser la localisation de la tumeur. Le foie est divisé en

quatre secteurs, la classification est définie par le nombre de sections hépatiques touchées par la
tumeur au moment du diagnostic :

- Le stade I : la tumeur ne touche qu’un seul secteur hépatique

- Le stade 1l : la tumeur touche deux secteurs hépatiques adjacents

- Le stade Il : la tumeur touche trois secteurs hépatiques adjacents

- Le stade IV : la tumeur touche les quatre secteurs hepatiques (Justine et al., 2016).

PRETEXT utilise également d'autres paramétres pour évaluer la propagation de la tumeur au-
dela du foie (Garnier etal., 2016) (Annexe 2).

1.2.7.3. Classification moléculaire

Des analyses moléculaires ont permis de mettre en évidence deux sous-types de HB: Les
tumeurs C1 sont de type histologique feetal pour la plupart alors que les tumeurs C2 sont plus
immatures, majoritairement embryonnaires, MT, ou de type foetal associé a une forte
prolifération. Les tumeurs C1 dont le pronostic est plus favorable et les C2 qui sont plus
agressives et de mauvais pronostic. Les taux de mutations de CTNNB1 sont élevés dans les deux
groupes et 'expression de la B-caténine est forte dans le cytoplasme et le noyau des cellules de
ces tumeurs. Cependant, les tumeurs C1 montrent une localisation de la B-caténine

majoritairement membranaire et cytoplasmique alors que les tumeurs C2 montrent plutbt une
forte accumulation de la B-caténine dans le noyau (Indersie, 2016).

1.2.8. Traitement
Le traitement habituel comprend :

-Une chimiothérapie préopératoire de deux a trois mois, a base de cisplatine : Iles
hépatoblastomes sont sensibles a la chimiothérapie. En général, le premier traitement est la

chimiothérapie surtout s’il est non extirpable afin de réduire la tumeur pour qu’il soit plus facile
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a enlever par la suite ou pour éviter les métastases. En post-opératoire, les malades ont d’emblée
une chimiothérapie (Justine etal., 2016).

-L’exérése chirurgicale de la tumeur qui doit permettre I'exérése de la totalit¢ du tissu tumoral et
la conservation des pédicules nécessaires a Iirigation et au dramage de la partie du foie
restante: il ne doit pas y avoir des métastases pour pouvoir opérer et 'exérése doit étre compléte.

La plupart des tumeurs sont opérées apres chimiothérapie (Justine et al., 2016).

-La radiothérapie : La radiothérapie peut avoir une place dans le traitement des hépatoblastomes
incomplétement réseques (Justine et al., 2016).

-Lorsque la tumeur est trop importante, une transplantation hépatique est, alors, indiquée (Justine
et al., 2016).

1.2.9. Prévention

Si cette tumeur surviennent dans les premiers mois de la wvie, il faut plusieurs
dosages successifs d’AFP montrant une augmentation du taux pour mettre en évidence une
sécrétion tumorale anormale. Lors de la surwveillance sous traitement, il faut également tenir

compte de Tage de Dlenfant et faire plusicurs dosages avant de prendre une décision
thérapeutique (Chorfi, 2013).
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Notre étude rétrospective a portée sur 30 hépatoblastomes, diagnostiqués au laboratoire
d’anatomie pathologique du centre hospitalier universitaire (CHU) Mustapha Bacha a Alger, sur
une période allant de septembre 2007 a janvier 2017. L’étude a comme objectifs le diagnostic et
le pronostic d’hépatoblastome par une étude des liens entre ses sous-types histologiques et les
molécules AFP et R3-caténine.

Cette étude a été développée a partir des fiches des malades et des registres archivés du
service ; les différents parametres d’études sont :

-L’age

-Le sexe

-Les types et les sous-types histologiques

-taux sériques d’AFP.

-L’intensité du marquage immunohistochimique de I’AFP et de la B-caténine.

La durée de notre stage était de 8 mois, de février a septembre 2017 au niveau du méme

service, ou on a réalisé I'étude immunohistochimique sur 11 cas du HB, afin d’étudier le siége et
I'intensité de marquage de I’AFP et de la B-caténine.

11.1. Matériel

111.1.1. matériel biologique
+ Echantillonnage

Les prélevements tissulaires ont été obtenus le plus souvent par une ponction biopsie
hépatiqgue (PBH), et rarement par une biopsie chirurgicale. 1l consiste a prélever un ou plusieurs
fragments tissulaires du parenchyme hépatique (sous forme de carottes de taille et de diametre
variés) a laide d’une aiguille spéciale. Elle est effectuée a I'aveugle lorsque I'ensemble de
I'organe est malade, ou écho guidée lorsque la ponction doit étre dirigée sur une lésion focale
visible en imagerie, ou par tumorectomie.

(Annexe 3)

Ces prélevements ont été mis dans des flacons contenant un liquide fixateur qui est le

formol dilué & 10%. Ensuite ils seront acheminés vers le laboratoire d’anatomic pathologique
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dans un bref delai pour une étude morphologique et immunohistochimique, ils sont
accompagnés d’une fiche de renseignement correspondante au patient et remplié par le médecin
préleveur, elle doit comporter les éléments suivants :

-ldentité du patient : nom, prénom, age et sexe.
-La date, le siege et la nature du prélevement (ponction biopsie, tumorectomie,...)
-Les circonstances cliniques et paracliniques qui ont motivé le prélevement.
-Diagnostic suspecté.
(Annexe 4)
11.1.2. matériel non biologigue
+ Appareillage
-Appareil d’inclusion en paraffine « type Thermo »
-Appareil de circulation automatique « type LEICA »
-Bain marie « type LEICA»
-Congélateur
-Etuvre thermostatée « type MEMMERT »
-Incubateur « type MEMMERT »
-appareil photo numérique
-Microscope photonique « type LEICA »
-Microtome rotatif « type LEICA »
-Plaque chauffante « type LEICA »
(Annexe 4)

£ Verreries etautres materiels (annexe 4)
+ Réactifs et solutions (annexe 4)
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11.2. Méthodes

Le prélevement nécessite des examens préalables : un bilan sanguin de coagulation pour
savoir s’il existe un risque hémorragique, et une échographie du foie pour repérer le site de
ponction.

A leur arrivée au laboratoire, les prélevements tissulaires fixés au formol tamponné a
10%, ont été identifies grace a la fiche de renseignement et enregistrés avec attribution d’un
matricule qui suivra le prélevement durant toutes les étapes techniques jusqu’a I'archivage de

comptes rendus, des blocs en paraffine et des lames.

La fixation permet de préserver les tissus dans un état aussi proche que possible de leur
état vivant, a savoir la conservation des structures et des constituants cellulaires et leur
immobilisation. Elle s’oppose a Tlautolyse tissulaire et a la putréfaction ; ainsi les tissus subiront
et supporteront toute manipulation.

11.2.1. Examen macroscopique

La description macroscopique comporte le nombre et les mesures des fragments
tissulaires quand il s’agit du PBH. Concernant la tumorectomie, nous nous sommes intéressés a
I'étude de l'aspect externe, la taille et la consistance de la tumeur, ainsi que leurs remaniements

nécrotiques et /ou hémorragiques a la tranche de section.

Des prélevements ont été effectués sur la masse tumorale par un médecin
anatomopathologiste, et ensuite mis directement dans des cassettes en plastique préalablement,

numerotées (chaque numéro correspondant au patient pour une date donnée).

Les petits fragments ont été placés dans un papier Joseph, compte tenu de leur petite
taille, puis dans les cassettes correspondantes.

11.2.2. Examens microscopique

Pour pouvoir réaliser 1’étude histologique sous microscope photonique, il faut pratiquer
de coupes fines au sein des prélevements tissulaireset biopsies. La résistance des tissus a la
pression de Tlarrét de Tinstrument coupant (lame) n’est pas suffisante et entraine des
détériorations qui rendent I'observation microscopique inexploitable. Pour cette raison, il est

nécessaire de suivre un protocole permettant de mieux rigidifier les tissus.

Ce protocole commence par la fixation qui est décrite auparavant et suivie par une post-
fixation au formol tamponné a 10%, puis de I'inclusion qui a pour but d’enfermer le prélévement
dans la paraffine qui le pénétre et Plinfiltre ; par conséquence, les tissus acquierent une

consistance qui rend possible la réalisation des coupes.
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La paraffine est généralement liquide a chaud, solide a température ambiante et insoluble
dans I'eau et dans l’alcool; la raison pour laquelle les fragments tissulairs contenus dans les

cassettes ont été déshydratés par immersion dans lalcool avant I'inclusion. L’alcool a été

remplacé par xylene (solvant), c’est I'étape d’éclaircissment.
Enfin, les prélevement sont imprégnés dans la paraffine liquéfiée qui remplace le xyléne.

Les trois étapes déshydratation, éclaircissement et imprégnation sont automatisés dans un

appareil de circulation.

L’inclusion proprement dite, procédée manuellement dans un appareill d’inclusion,
conduit a la mise en disposition des blocs en paraffine contenant les tissus qui serviront a la

réalisation des coupes fines de 3 pum d’épaisseur. Les coupes obtenues ont ét¢ étaléés sur les

lames de verre portant le numéro d’identification du bloc, puis colorées.
(Annexe 5)
+ Coloration des coupes

La coloration des coupes rend visible les structures cellulairs et tissulaires : d’une part,
elle accentue le contraste pour mieux reconnaite les differents éléments de la préparation
histologiques, d’une autre part, elle permet d’établir le type histologique de la tumeur. En effet,
les colorations sont hydrophiles, tandis que la parrafine est hydrophobe, pour cette raison que la

coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de réhydratation.
» coloration Hématoxyline-Eosine (HE) : (annexe 6)

C’est une coloration topographiquequi permet de visualiser la morphologie des cellules
(Phématoxyline colore les noyaux en bleu violet, tandis que I’éosine colore les cytoplasmes en

rose) afin de déterminer leur répartition, architecture et structure.

La lecture des lames se fait par un anatomopathologiste a I'aide d’un microscope photonique aux
différents grossissements : Gx20 et Gx40 et les photos sont prises a I'aide d’un appareil photos
numeriq ue.
11.2.3. L’immuno histochimie

L’immunohistochimic est une technique qui consiste a mettre en évidence la présence des
sites antigéniques (AG) (substances protéiques  ou glycoprotéiques) au sein des tissus,
permettant ainsi de préciser leur répartition et leur localisation dans les différents comportements

cellulaires, grace a des anticorps (AC) spécifiques.
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Il existe des méthodes immunohistochimiques directes et indirectes dont le principes est
toujours basé sur la formation des complexes entigéne-anticorps.

Principe

Des AC monoclonaux de souris dirigés contre la pB-caténine, et des AC polyclonaux de
lapin dirigés contre T'AFP sont appliqués sur les coupes tissulaires, ces AC se fixent
specifiquement sur les sites antigéniques correspondants, qui seront révélés par un deuxiéme AC
polyclonal de chevre (figure 9).

Flourescent Tag

e

Secondary Antibody

Primary Antibody

A A
o ® o

Cell

Figure 9 : shéma de la téchnique immunohistochimique
(http://sites.lafayette.edu/neur401-sp10/files/2010/04/untitled.jpg)

Avant de procéder I'immunomarquage, les coupes histologiques ont subit différents
traitement ; le déparaffinage, la réhydratation et le démasquage antigénique. Ce dernier est
nécessaire, car il permet de rompre les liaisons moléculaires crées par le fixateur et qui modifient
la configuration spatiale des épitopes et leur accessibilité aux anticorps. La peroxydase ondogene
doit étre bloquée afin d’éviter sa réaction avec le substrat chromogéne, ce qui peut perturber la

réaction du marquage. Apres ces differents traitements, les coupes histologiques subiront

I'immunomarquage et par la fin une contre coloration suivie du montage des lames.

(anexe 7)

L’observation est réalisée a I'aide d’un microscope photonique aux grossissements Gx20

et Gx40 et les photos sont prises a 'aide d’un appareil photos numérique.
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Résultats et discussion

Entre septembre 2007 et janvier 2017, 30 cas d’hépatoblastome ont été répertoiriés au
laboratoire d’anatomie pathologique de CHU Mustapha Bacha.

(Annexe 8) (Tableau I)

111.1. Résultats

I11.1.1. Etude descriptive de la série

I11.1.1.1. Répartition selon le sexe

® Masculin
B Féminin

Figure 10 : Répartition des patients selon le sexe

Nos résultats indiqués par la figure 10 et le tableau II (Annexe 8) qui représentent la
répartition des patients selon le sexe montent que :

e Les garcons sont les plus touchés par le HB et ils représentent 18 garcons (60%) en
comparaison avec les filles qui représentent 12 filles (40%).

e Donc il y aune prédominance masculine dans la répartition d’HB dans notre série.

e Le sexratio est1,5.
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111.1.1.2. Répartition selon I’age

3 8 10 11 12 14 15 18 2ans 3ans 4ans 8ans 9ans
mois mois mois mois mois mois mois mois

Figure 11 : Répartition des patients selon ’age chez les deux sexes

Nos résultats indiqués par la figure 11 et le tableau III (Annexe 8) qui représentent la répartition

des patients selon I'dge dérivé de 30 cas montent que :

e lage moyen au moment du diagnostic est de 2 ans.

e L'hépatoblastome est diagnostiqué chez les tres jeunes enfants atteints d'un pic de 6 cas
avec un age de 3 ans.

e L'age médian de tous les enfants atteints d'hépatoblastome au moment du diagnostic est
de 27 mois.

e [4ge le plus &gé est de 9 ans.

o [age le plus petit est de 3 mois.

e La plupart des patients (20 sur 30) ont été diagnostiqués avant l'age de 3 ans.

e Seuls 4 cas d'hépatoblastome sont diagnostiques chez les enfants > 3 ans (2 cas agé de 4

ans, un de 8 ans et un de 9 ans).
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111.1.2. Etude histologique
111.1.2.1. Répartition d’hépatoblastome selonle type histologique

® Epithélial
= Mixte

Figure 12 : Répartition d’hépatoblastome selonle type histologique

La répartition selon le type histologique de 30 cas d’HB représentée par la figure 12 et le
tableau IV (Annexe 8) montre que :

e [’HB épithélial représente un pourcentage de 60% (18 cas) et 'HB mixte représente un
pourcentage de 40% (12 cas).
e Donc i y a une prédominance type épithélial dans I’histologie d’HB.

111.1.2.2. La répartition des sous-types d’hépatoblastome hépithélial
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Figure 13 : Composants épithéliaux de spécimens sélectionnés d’hépatoblastome
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Les composants épithéliaux des échantillons de HB sélectionnés (18 cas) sont présentés
dans la figure 13 et le tableau V (Annexe 8) montrent que :

e e type épithélial a prédominance foetal prédomine avec un pourcentage 50% .

e les sous-types purs (feetal et embryonnaire) et mixtes entre ces deux derniers et HB a
prédominance SCU vient en deuxieme position avec un pourcentage de 11% .

e SCU vient en derniére position avec un pourcentage de 6% .

e Aucun de ces cas n'avait une histologie cholangioblastique.

111.1.2.3. Répartition d’hépatoblastome mixte avec et sans composantes tératoides

® Sans
composantes
teratordes

M avec
composantes
teratordes

Figure 14 : Répartition d’hépatoblastome mixte avec et sans composantes tératoides

Les résultats indiqués par la figure 14 et le tableau VI (Annexe 8) montent que notre série
est caractérisée par une prédominance de HB mixte sans composantes tératoides, qui présente un
pourcentage de 83%, par rapport au HB mixte avec composantes tératoides qui représente que
17%.
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e Hépatoblastome épithélial de type embryonnaire
Prolifération néoplasique maligne, faite de lobule séparé par septa de tissus conjonctif.

Des lobules sont composés de plages, de massifs pleins, des travées, des cordons et de
structures acinaires séparées par endroits d’une vascularisation gréle de type sinusoidale.

Les cellules néoplasiques sont a cytoplasme réduit éosinophile a noyau vésiculeux a
hyper chromatiques comportant quelques petits nucléoles.
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Figure 16 : Hépatoblastome épithélial de type embryonnaire. Coloration: HE;

Grossissement Gr : x10/ Gr : x40.

o HB épithélial a cellules indifférenciées prédominantes

Cette prolifération est faite essentiellement de nappes diffuses de cellules rondes peu cohésives a
cytoplasme éosinophile Iégérement réduit a noyau arrondi nucléole.
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Figure 17 : HB épithélial a cellules indifférenciées prédominantes. Coloration: HE;

Gr : x10.

e HB épithélial de type feetal

Des cellules épithéliales jointives, cytoplasme éosinophile ou claire large, noyau rond et
central.

Ces cellules forment des lobules séparés par tissus conjonctif lache et vascularisé.

Vaisseaux lymphatiques : /

Figure 18: HB épithélial de type feetal. Coloration: HE; Gr : x10.

—
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Heépatoblastome mixte
Des cellules épithéliales jointives, cytoplasme €éosinophile ou claire large.

Espace inter-lobulaire (espace porte) fibreuse comportant des canaux biliaire.

Q

TA ¥'~

Figure 15: Hépatoblastome mixte. Coloration: HE; Gr : x10.
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111.1.3. Etude immunohistochimique
111.1.3.1. Etude immunohistochimique de I’AFP etson dosage sérique

Des résultats d'immunomarquage étaient disponibles pour 11 échantillons de HB en
utilisant un anticorps anti AFP. Notre examen a désigné la coloration comme négative ou
positive cytoplasmique, focale ou diffuse des cellules tumorales. Aucune coloration des noyaux

n'a été observée.
Nos résultats de I’étude immunohistochimique sont mentionnés dans le tableau VII

Tableau VII : Immunomarquage et taux sérique de I’AFP selon le sous-type histologique

d’hépatoblastome.
Taux
Sous type histologique Immunomarquage d’AFP sérique
d’AFP
SCU +++ D Faible
Mixte Epithélial F
(macrotrabiculaire) i Faible
Mesenchymateux _ F
Feetal pur ++ F Tres élevé
Embryonnaire pure +a++ F Tres élevé
Mixte Epithélial + F
Tres élevé
Teratomateux _ /
Epithélial a prédominance foetal ++ F Tres élevé
Mixte Epithélial (foetal) iy F
Eleve
Mesenchymateux /
Epithélial (feetal, embryonnaire et F )
macrotrabiculaire) i Eleve
Epithélial (embryonnaire et foetal) + F Tres élevé
Mixte Epithélial N F
(embryonnaire) Elevé
Mesenchymateux _ /
Feetal pur +++ F Trés élevé
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(+) : faible expression, (+ +): expression modirée, (+ + +): forte expression, (-): absence de
I'expression. D : diffuse, F : Focale.

+ Taux sérique d’AFP
A partir des fiches des patients, nous avons trouvé que tous sauf deux patients avaient des taux
sériques d'AFP varie entre élevés et trés élevés (> 100 ng/mi).

Les deux patients qui avaient un taux sérique d’AFP faible présentent : un a une histhologie SCU

et 'autre a une histhologie mixte épithélial (macrotrabiculaire) et mesenchymateux.

# Immunohistochimie d’AFP
L’ immunomarquage, témoignant I'expression de I’AFP, est positive dans 7 HB soit 69%
des cas, et hetérogene dans 4 cas de HB mixte soit 31% ; dont elle est positive dans le type
épithélial et négative dans le type mésenchymateux (avec et sans composantes tératoides).

Notre étude immunohistochimique a montré une faible expression de I'AFP dans 4 cas: 3
cas du composant épithélial de type mixte (macrotrabiculaire, embryonnaire et foetal) et 1 cas de
type épithélial (embryonnaire et feetal).

Alors qu’elle est modérée dans 4 cas: 1 cas d’histologie foetal pur, 1 cas d’histologie
¢épithélial a prédommance foetal, 1 cas d’histologie épithélial foetal de type mixte et un cas
d’histologie épithélial (foetal, embryonnaire et macrotrabiculaire).

L’immunomarquage est plus intense dans le SCU et le type foetal pur qui refléte une
forte expression de I'AFP, tandis qu'elle est absent dans les 3 cas de composant

mésenchymateux de type histologique mixte avec et sans caractéristique tératoides.

A partir de notre résultat d’immunohistochimie, nous avons trouvé qu’a part Ihistologie
SCU qui presente un immunomarquage d’AFP diffuse, tout les cas présentent un

mmunomarquage d’AFP focale.
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Figure 19 : HB épithélial de prédominance feetal. Expression modérée focale d’AFP. IHC ;
Gr : x10/ x40.

Figure 20 : HB feetal pur. Expression élevée focale d’AFP. IHC ; Gr : x10 / x40.
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Figure 21 : HB mixte mésenchymateux.

Absence d’expression d’AFP dans le contingent mésenchymateux. IHC ; Gr : x10 / x40.
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111.1.3.2. Etude immunohistochimique de la B-caténine
Nos résultats de I'NHC pour la B-caténine ont été regroupés en anormal (toute coloration
cytoplasmique, nucléaire ou membrane nucléaire) ou autre (membranaire).

Tableau VIII' : Immunomarquage de la p-caténine selon le sous-type histologique
d’hépatoblastome.

Localisation etlintensité de marquage de la §-

caténine

Sous-type histologique

Membrane  Cytoplasme Noyau Menmbrane
nucléaire
Fcetal pur + + ++
Feetal pur ++ +
Epithélial a prédominance foetal +4++ ++
Embryonnaire pur + + +
Epithélial Feetal +
Embryonnaire +
Epithélial Feetal ++ ++
Embryonnaire ++
Macrotrabiculaire ++ ++
SCU F+
Mixte Epithélial ++ +
macrotrabiculaire
Mesenchymateux +++
Mixte Epithélial ++
Teratomateux FHA++
+
Mixte Epithélial feetal ++a+++ ++at+++
Mesenchymateux ++
Mixte Epithélial +++ + 4+
(embryonnaire)
Mesenchymateux _ 3 B B
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Les niveaux relatifs d'expression des protéines basés sur des études immunohistochimiques sont

indiqués avec le systeme de notation suivant: (-): pas d'expression détectable, (+): expression

faible, (+ +) : expression modérée, expression télevée : (+ + +)

Notre résultat d’immunomarquage de la B-caténine montre qu’il y a une hétérogénéité

dans la localisation et I'intensité de la B-caténine au sein de la méme tumeur.

On a fait Pmmunomarquage de la B-caténine pour 7 cas d’histologie épithélial avec

différents sous-types :

Dans le sous-type feetal, laccumulation membranaire et/ou cytoplasmique de la B-
caténine est détectée avec des intensités de coloration variables (faible, modérée et
élevée).

Dans le sous-type embryonnaire, on trouve que laccumulation membranaire /
cytoplasmique / nucléaire de la B-caténine a été détectée avec des intensités de coloration
variables (faible, modérée et elevée).

Le sous-type macro-trabéculaire : I'accumulation membranaire et cytoplasmique de la B-
caténine est modérée.

Le composant SCU présente une accumulation membranaire modérée de la B-caténine.

Pour les 04 cas qui présentent une histologie mixte, on a trouvé :

HB mixte 1: le composant macro-trabéculaire présente une accumulation membranaire
modérée et wune faible accumulation cytoplasmique, tandis que le composant
mésenchymateux présente une accumulation nucléaire élevée.

HB mixte 2: le composant épithélial présente une accumulation cytoplasmique modérée,
alors que le composant mesenchymateux qui contient des éléments tératoide est le seul
cas que l'on trouve au niveau de la membrane nucléaire avec une intensité de coloration
varié¢ entre modérée et elevee.

HB mixte 3: le contingent épithélial foetal présente une hétérogénéité cytoplasmique et
membranaire avec intensité de coloration variée de modérée a élever. Pour le contingent
mésenchymateux, il présente une accumulation nucléaire modérée.

HB mixte 4: le composant embryonnaire présente une forte intensitt membranaire et
nucléaire, alors qu’aucun immunomarquage n’a ¢ét¢ détecté dans le composant

mésenchymateux.
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Figure 22 : HB feetal. Accumulation membranaire etcytoplasmique de la pB-caténine avec
intensité modérée. IHC ; Gr : x10/ x40.

Figure 23 : HB embryonnaire, accumulation membranaire /cytoplasmique de la g-caténine
avec intensité faible. IHC ; Gr : x10 / x40.
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Figure 24 : HB mixte. Le composant macro-trabéculaire :accumulation membranaire de la

B-caténine avec intensité modérée. IHC ; Gr : x40.

- 7 " - -
Tissus meésenchymateux : iy . Calcification :\

Figure 25 : HB mixte. Le composant embryonnaire :accumulation membranaire et

nucléaire avec intensité modérée. Le composant mésenchymateux : faible intensité. IHC ;
Gr : x10/ x40.
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I11.2. Discussion

Cette présente étude a pour but d’étudier I'aspect morphologique et moléculaire
de T'hépatoblastome (HB), en particulier le rdole de lactivation anormale de la voic Wnt/B3-
caténine, la localisation de la RB-caténine et son intensité dans les différents sous-types
histologiques (par immunomarquage), ainsi que la corrélation des taux sériques de I’AFP avec
son intensité (par marquage immunohistochimique) et avec les sous-types histologiques. Les
résultats obtenus sont discutés sur la base des données bibliographiques.

Durant une période de dix ans, allant de septembre 2007 a janvier 2017, nous avons
collecté uniquement 30 cas de HB. La rareté de cette maladie est également mentionné par
Zimmermann (2005), Salvatore et al.( 2015) et Bell et al.(2017).

L’étiologie reste largement inconnue, il existe des facteurs de prédisposition genétique.
Le HB peut survenir dans le cadre de plusieurs syndromes de susceptibilité¢ tel que le BWS, la
PAF, le syndrome de Li Fraumeni et la trisomie 18 (Justine et al., 2016). Des facteurs de risques
environnementaux ont également été identifies (Von Schweinitz, 2012). D’aprés les fiches des

patients, nous n’avons enregistré aucun antécédent particulier dans notre séric de 30 cas.

Dans notre série, nous avons enregistré une prédominance masculine représentée par 18
cas soit 60% et 12 cas féminin soit 40%, cette prédominance est aussi notée par Singh et
al.(2010) et Sharma et al.(2017 ). Le sex-ratio est de 1.5 comme celui rapporté par Horton et al.(
2009). Il est moins faible par rapport & celui rapporté dans I’étude de De loris et al.(2008) ou il
atteint la valeur de 2,5. Litten et Tomlinson (2008) attribuent cette prédominance masculine a

des raisons mal comprises.

Dans notre série, I'dge moyen au moment du diagnostic est de 2 ans, il est élevé par
rapport a celui rapporté dans I'étude de Ochi et al.,(2015) et celle de Zourk (2015). Le pic de
fréquence est de 3 ans. Par contre I'étude de Litten et Tomlinson (2008) rapporte que le pic
touche les enfants tres jeunes dans la période du nouveau-né. Par ailleurs, Sharma et al.,(2017)
montrent que la majorité des cas présente un age de 5 ans au moment du diagnostic.

La plupart des patients (67%) ont été diagnostiqués avant I'dge de 3 ans avec un age
médian de 27 mois. Notre résultat est semblable a celui obtenu dans I'étude de Buendia (2002) et
celle de Ismalil et al., (2012). Par ailleurs, I’age médian est de 18 mois dans I’étude de Litten et
Tomlinson (2008) ainsi que celle de Allan et al.,(2013).
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Sur le plan histologique, le HB épithélial est prédominant avec un pourcentage de 60%,
par rapport au HB mixte qui représente un pourcentage de 40%. Nos résultats sont comparable a
ceux obtenus par Herzog et al., (2000), Salam et al.,(2009), Tizniti et Gane Mbengue (2009) et
Zourk (2015). Le sous-type feetal est majoritaire dans notre étude ; il représente 61% de
I'ensemble des HB épithéliaux. En ce qui concerne le HB embryonnaire, il ne représente que
11%, le méme pourcentage pour le HB mixte entre les 2 sous-types motionnés précédemment et
pour le HB épithélial a prédominance SCU. Le SCU pur présente un pourcentage de 6%. Ces
résultats sont comparables a ceux de Taque et al., (2013), Garnier et al.,(2016) et Vokuhl et
al.,(2016). Dans notre étude, nous avons trouvé gque la majorité des HB mixte sont présentés sans
éléments tératoides (83%), alors que les 17% qui restent sont présentés avec des éléments
tératoides. Cette prédominance de HB mixte sans éléments tératoides est aussi notée par Fabre et
al.(2004) et Armengol et al.,(2005).

L’analyse des deux biomarqueurs T'AFP et la p-caténine peut étre utile dans la
classification histologique de cette tumeur complexe et aussi dans la compréhension des voies
biologiques impliquées dans la tumorigénese de HB. Dans ce contexte, nous avons essayé de
tester I’hypothése selon laquelle des protéines spécifiques impliquées dans la biologie du HB
seraient différentiellement exprimées. Nous avons également cherché a déterminer si ces

protéines pouvaient différencier les sous-types histologiques.

Le dosage sérique d’AFP est 'examen essentiel pour le diagnostic de HB. Il est élevé
dans plus de 90% des cas de HB (Meyers, 2007 ; Spyridakis et al., 2014 ; Justin et al., 2016).
Lorsqu’il est élevé au moment du diagnostic, ce marqueur tumoral sérique est une excellente
aide au diagnostic, a la surveillance de la réponse au traitement et, surtout, a la détection précoce
de la récidive tumorale (Otte, 2010). Un faible taux sérique d’AFP (<100 ng / ml) est un facteur
de mauvais pronostique (Hiyama, 2014 ; Indersie, 2016). Nous avons trouvé dans notre étude
qu’il est élevé dans 82% (9/11), et qu’il est faible (<100 ng/ml) dans 18% des cas de HB (2/11).
Un cas présentant I'histologic SCU indique qu’il a un mauvais pronostic. Nos résultats sont en
accord avec ceux de Katherine et al.,(2012) et Zhou et al., (2015). L’autre cas qui présente un
faible taux sérique d’AFP a une histhologie mixte, c’est probablement due a la présence d’une

metastase.

D’aprés nos résultats mentionnés précédemment, nous avons remarqué qu’il existe une
corrélation entre le taux sérique d’AFP et les sous-types histologiques de HB. Ce qui est en

accord avec les traveaux de De loris et al., (2008).
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L’ immunomarquage de I'AFP est plus susceptible d’étre positif dans les zones de HB
épithélial (69%) avec differentes intensités, et négatif dans le tissu mésenchymateux avec et sans
caractéristiques teratoides (31%). Nos observations sont semblables a ceux obtenus par Sharma
et al.,(2017), sauf en ce qui concerne les zones SCU ; ils ont trouvé qu’elles sont négatives.

Selon non résultats d’immunohistochimie, nous avons trouvé qu’a part Ihistologic SCU
qui presente un immunomarquage d’AFP diffuse, tout les cas présentent un immunomarquage
d’AFP focale. Fabre et al., (2004) s’accordent avec nos résultats, tandis que Abenoza et al.,
(1987) rapportent qu’il est focale dans les deux sous-types : fcetal et embryonnaire.

D’apres notre étude, nous avons remarqué qu’il n’existe aucune corrélation entre le taux
sérique d’AFP au moment du diagnostic et son expression dans les tumeurs étudiées. Purcell et

al., (2012) trouvent les mémes résultats.

La B-caténine est le médiateur critique de la voie canonique de Wnt. Cette protéine est
directement impliquée dans Texpression des génes et l'adhésion cellulaire. L’aberration de la
voie Wnt / B-caténine a été impliqguée dans de nombreux cancers et 'accumulation de [B-caténine
semble étre un événement crucial dans la tumorigénése de HB (Armengol et al., 2011 ; Ma et al.,
2015). Les anomalies de la B-caténine perturbent les sites de phosphorylation pour GSK3p et
stimulent leur accumulation cellulaire et leur translocation nucléaire. La B-caténine nucléaire
pourrait stimuler la transactivation des promoteurs de la cycline D1 et de la fibronectine et

améliorer la progression du HB (Takayasu, 2001 ; Buendia, 2002).

La B-caténine a été immunohistochimiquement identifiée dans la membrane cellulaire des
composants cellulaires bien différenciées a des niveaux modérés comme cela a été observé dans
les tissus hépatiques normaux, alors qu’elle était fortement identifiée dans les noyaux des
composants cellulaires mal différenciés (Takayasu, 2001).

L’immunomarqueur [B-caténine a été étudié comme outil auxiliaire dans le diagnostic de
HB (zhou et al., 2015). Notre étude immunohistochimique de la B-caténine a été réalisée sur 11
cas de HB dont 'immunmarquage était positif sauf dans un seul cas d’histologie mixte; il est
négatif dans le contingent mésenchymateux.

L’étude de Buendia, (2002)et celle de Zhou et al.,, (2015) s’accordent sur la forte
coloration membranaire prédominante dans les composants feetaux et cytoplasmique avec une
coloration nucléaire et membranaire dans les composants embryonnaires. De méme, Bell et al.,
(2017) trouvent que Paccumulation de B-caténine est nucléaire et cytoplasmique ce qui differe a
nos résultats. Nous avons pensé que I'accumulation nucléaire de la B-caténine pourrait étre

prédictive d’un mauvais pronostic.
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Contrairement a nos résultats qui indiquent une coloration membranaire et cytoplasmique
modérée dans le composants macro-trabéculaire, Buendia, (2002) trouve une forte coloration
nucléaire. Concernant le composant SCU, notre résultat immunohistochimique montre que la
coloration membranaire modérée ne s’accorde pas avec les résultats de Buendia, (2002) ; Zhou et
al., (2015) et Bell et al., (2017).

L’étude de Sharma et al.,(2017) rapporte une forte coloration nucléaire dans le contingent
mésenchymateux. Nous avons observe les mémes résultats sauf qu’un seul cas qui ne présente
aucune coloration de la [B-caténine, il pourrait étre possible qu’il existe une altération au niveau
d’autres genes impliqués dans la voie de signalisation Wnt / B-caténine, telles que APC, GSK3p
et Axin. Pour les zones tératoides, la coloration est présente a la membrane nucléaire avec une
intensité faible & modérée, contrairement au résultat mentionné dans I'étude de Sharma et al.,
(2017).
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CONCLUSION

Notre étude a portée sur un échantillon de 30 patients atteints d’hépatoblastome dans
le service d’Anatomie Pathologique du CHU Mustapha Bacha.

On étudiant Taspect morphologique et moléculaire de HB; nous avons essayé
d’évaluer I'expression de I'AFP dans le diagnostic des différents sous-types histologiques de
HB. Chercher d’une part une éventuelle corrélation entre I'expression de 'AFP et leurs sous-
types histologiques et d’autre part la corrélation entre I'expression de cette protéine et leur
taux sériqgue. Nous avons aussi essayé de chercher la localisation de la B-caténine et son
intensité¢ dans les différents sous-types histologiques afin de détecter le type de I'accumulation

au niveau des cellules tumorales.

Les résultats obtenus ont démontré que le HB est une tumeur rare survenant surtout
chez le petit enfant (avant le 3 ans), avec une prédominance de sexe masculin. Il provient
d'hépatoblastes primaires et probablement de cellules souches hépatiques encore moins
differenciées ou de hFLMPC.

La plupart des HB sont sporadiques, mais certains sont associés a des anomalies et a
des malformations génétiques constitutionnelles.

Dans [I'’hépatoblastome, le type histologique dominant est I'épithélial par rapport au
type mixte. Par ailleurs, Les résultats obtenus pour le dosage sérique d’AFP indiquent qu’il
est corrélé avec les sous-types histologiques. Notant que le dosage sérique d’AFP est élevé
dans plus de 90% des cas de différentes classifications histologique, tandis qu’il est faible

(<100 ng / ml) dans les cas qui présente une histologie SCU, Ce faible taux sérique d’AFP est

un signe d’un mauvais pronostic.

Les résultats obtenus par I'immunomarquage de I’AFP montrent que les zones de HB
épithélial sont positives dans 69% des cas, et négatives dans le tissu mésenchymateux dans
31% des cas. Ces résultats indiquent qu’il n’existe aucune corrélation entre le taux sérique
d’AFP au moment du diagnostic et son expression dans les tumeurs étudiés. Concernant
I'immunomarquage de la B-caténine, les résultats montrent qu’l est positif dans la majorité
des cas ce qui indique son importance dans la tumorigénése de HB. Donc la B-caténine est

utile axillaire dans le diagnosticet peut étre utilisé comme un cible thérapeutique.
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Cette ¢étude a plusieurs limites qui nous empéchent d’avoir des conclusions finales :
méme si cette étude couvre un délai de 10 ans (2010-2017), avec des cas rétrospectifs, qui

sont souvent limités par le manque des base des données, et le manque du suivi des patients

d’une part, et d’un part notre série reste modeste.

La voie de Wnt / p-caténine représente une cible potentielle majeure en

cancérologie. Ce qui nécessite des recherches concernant les développements
pharmacologiques ciblés.

Dans cette optique, il nécessite des études consiste la synthése d’anticorps dirigés
contre les ligands Wnt ou contre les récepteurs FZD. Au niveau des petites molécules, une

approche peut étre le ciblage des complexes transcriptionnels TCF / B-caténine.

D'autres etudes sont nécessaires pour mieux comprendre la relation qui existe entre
lexpression du f-caténine et la nouvelle molécule Yap; pour cela il faudrait un échantillon
de patient plus représentatif et un suivi de I’hépatoblastome en soulignant le schéma
thérapeutique utilisé.

Les progres en biologie moléculaire ont amélioré la compréhension de ces tumeurs
permettant ainsi dans le futur une thérapie adéquate de ces hépatoblastomes allant au-dela de

la simple résection chirurgicale ce qui amenera a une meilleure survie des patients.
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Annexes

Annexe 1

e lésion solide bien limitée de 6 & 20 cm

e e plus souvent isolée (80%)

e lobe droit dans 57%

e gauche dans 15%

e les 2 dans 28%

e multiple dans 20%

e npartiellement encapsulé, lobulé, souvent remani¢ du fait d’hémorragies, nfarctus et

nécrose

Annexe 2

Des éléments permettent d'affiner la classification

F = tumeur multifocale.

R = rupture de la tumeur ou hémorragie intrapéritonéale.

C = atteinte du lobe caudal.

N = présence de métastases dans les ganglions lymphatiques.
P = atteinte de la veine porte ou de ses 2 branches.

E = extension extra-hépatique de la tumeur.

M = présence de métastases distantes.

V = atteinte de la veine cave inférieure ou des veines hépatiques.
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Annexe 3

Prise en charge macroscopique des prélevements

Types des pieces opératoires

e Lobectomie gauche (segmets Iletlll)

e Lobectomie droite (segmets 1V, V, VI, VII, VIII)
e Hépatectomie droite (segments V, VI, VII, VIII)
e Hépatectomie gauche (segments II, 11, 1V)

e Segmentectomie

e Tumorectomie

Annexe 4

a/Echantillonnage

Figure : Prélevement destiné a I’étude anatomopathologique. Flacons contenant les

prélevements et accompagnés d’une fiche de renseignement correspondante.
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b/Appareillage

Therme /

Appareil de circulation
« type LEICA »

Appareil d’inclusion
« type Thermo »

Microtome « type LEICA » Etuve « type MEMMERT »
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Incubateur « type MEMMERT »

Plague chauffante « type LEICA »

Bain marie « type LEICA»

Microscope photonique « type LEICA
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c/Verreries et autres materiels
Bacs de rincage

Cassettes en plastique
Crayon

Eprouvette graduee

Gants stérilises

Lames coupantes

Lames porte-objet et lamelles
Micropipette

Moules en métal

Pince

Pinceau

Piquets

Porte-lame

Portoirs inoxydables

Stylo DakoPen

d/Réactifs et solutions
Acide chlorhydrique (HCL)
Ammoniaque (NH 3+)

Anticorps primaires anti-p-caténine : anticorps monoclonal de souris. Clone : pB-caténine-1,
Isotype : 1gG1, Kappa.

Anticorps primaires anti-AFP : Polyclonal Rabbit Anti-Human Alpha-1-fetoprotein (AFP)

Anticorps secondaires de chevre polyclonaux conjugués a un polymeére marqué a I'HRP

(horseradish peroxidase)
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Eau (distilée, courante)

Eau oxygénée (H202)

Eosine

Ethanol (alcool éthylique) a différentes concentration
Formol a 10%

Hématoxyline de Mayer

Paraffine

Solution de montage E-Kitt

Substrat chromogéne 3-3’

Diaminobenzidine (DAB)

Xylene (C8H10)
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Annexe 5

Reéalisation des coupes histologiques

1. Fixation

Les prélevements ont été mis dans des flacons contenant du formol tamponné a 10%, elle

permet la préservation du tissu dans un état aussi proche que possible a I’état vivant.

Elle s’est effectuée directement apres I'acte du prélevement.

2. Post-fixation

Aprés I'étude macroscopique, les cassettes ont été plongées dans le formol contenat de

I’éosine (10%) qui rend les fragments tissulaires plus visibles au sein du bloc de paraffine (figure

a).

@)

Apreés un séjour, les cassettes ont ét€¢ rincées puis mises dans la cuve de I'appareil de

circulation pour subir les étapes suivantes.

3. Déshydratation

Elle a été effectuée par passage des cassettes dans 7 bains d’alcool éthylique (éthanol) a
concentration croissante (70°-100°). Chaque bain dure 2 heures.

Cette étape consiste a eliminer Peau qui existe dans les tissus.
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4. Eclaircissement

S’est fait par passage des cassettes dans 3 bains de xylene, 2 heures pour chacun, ¢a

consiste a enlever l'alcool utilisé dans la deshydratation et par conséquent préparer le tissu a
I'imprégnation.

5. Imprégnation

Etape assurée par la paraffine liquide (point de fusion 56¢C),éffectuée dans deux bains,
deux heures pour chacun.

Elle consiste a remplacer I'eau des tissus par la paraffine liquide et ceci pour pouvoir
confectionner des coupes minces.

6. Inclusion et mise en blocs

Les fragments tissulaires ont été centrés dans des moules en métal préalablement chauffes
et remplis a moitié de la paraffine dissoute (figure b).

Les parties des cassettes numérotées qui vont servir comme support sur le microtome, ont

été déposées sur les tissus, suivis d’un remplissage des moules avec de la paraffine dissoute.

(b)

Apres refroidissement des moules sur une plaque refroidisante et au bout de quelques

minutes la paraffine se solidifie (figure c), les blocs ont été demoulés et conservés au congélateur

a4°C jusqu’a la réalisation des coupes.
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7. Réalisation des coupes

Les blocs bien refroidis ont été montrés dans le porte bloc du microtome (figure d), puis
subis un dégrossissement afin d’éliminer le surplus de la paraffine (obtention des coupes
épaisses).

L’épaisseur de la coupe définitive a été réglée a 3um pour obtenir des rubans(figure e).

L oy

(d) ©)
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8. Confection des coupes

Les rubans ont été étales sur des lames porte-objet préalablement numérotés contenant
une petite quantit¢ d’eau de robinet. Les lames ont été posées sur la plaque chauffante régée a

62°C (permettant le déplissement des coupes), égouttées puis placées dans un porte-lame.

Enfin, les lames ont ét¢ mises dans I'étuvre (54°C) pendant une nuit pour augmenter

I'adhérence des coupes.
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Annexe 6

Coloration a I’hé matoxyline-€osine

1. Déparaffinage

A leur sortic de I’étuvre, les lames ont été plongées dans un bain de xylene pendanrt une
heure afin d’éliminer la paraffine.

2. Réhydratation

S’est faite par passage des lames dans 3 bains d’alcool a des concentrations décroissantes,

avant d’étre passées dans un bain d’eau (pendant 10 minutes).

Elle a pour but de retirer le xylene du tissu et le remplacer par I’eau.

3. Coloration a I’hé matoxyline-€0sine
Elle est effectuée par passage dans 4 bacs successifs :

e Bac d’hématoxyline (3 a4 minutes)

e Ringage a I’eau

e Bac d’cau acidulée (passage rapide)

e Rincage a l'eau

e Bac d’eau amoniacale (passage rapide)
e Bac d’¢osine (3 a 4 minutes)

e Ringage dans deux bacs d’eau

e Deux bacs d’alcool croissant (passage rapide)

4. Déshydratation

Par passage des lames dans deux bains d’alcool, suivi d’un bain de xyléne.
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5. Montage

Une goute du milieu de montage « Eukit» a été déposée sur la coupe colorée, sur laquelle
une lamelle a été appliquée de facon a ce que I'Eukit recouvre I'ensemble de la coupe sans faire
des bulles.Cette étape permet de protéger les coupes histologiques contre les brises mécaniques

et la degradation chimique des colorants (figure f).

(f)

Les lames sont séchées et nettoyées par le xylene.
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Annexe 7

Protocole de la thechnique immunohistochimique

a. Confection des coupes

Les coupes tissulaires rélisées a 'aide du microtome dont I'épaisseur est de 4 um, ont été

ramollies a la surface d’un bain marie, puis recueillies sur des lames sinalisées prélablement
numérotées pour eviter le décollement des tissus lors de la manipulation.

b. Incubation

Aprés sechage et pour une meilleur adhésion des tissus, les lames ont été incubées dans

I'étuve pendant une nuit a 54°C, une température proche de la température de fusion de la

paraffine, ce qui permet d’éliminer le film liquidien compris entre la lame et la coupe paraffinée.

c. Deparaffinage et réhydratation

Passage des lames dans :

e Quatre bains de xyléne (5 minutes pour chacun) pour éliminer la paraffine.
e Quatre bains d’alcool a concentration décroissante (5 minutes pour chacun) pour la
réhydratation.

e Ringage a I'eau distillée.

d. Blocage de la peroxydase endogéne

e Cerclage de la zone étudiée a I'aide du DakoPen afin d’éviter la disperssion des réactifS ;
e Application du peroxyde d'hydrogéne(H202) & 3% sur le tissu pendant 10 minutes, pour
¢liminer Paction des peroxydases endogenes sur le chromogene ;

e Rincage al’eau distillée (deux fois) ;

e Passage dans un bain de PBS pour préserver les propriétés physico-chimique du tissu.
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e. Deéemasquage antigénique
+ p-caténine (figure g)

e Transférer les lames dans un récipient approprié contenant la solution de démasquage
(EDTA apH 9) préchauffée ;

e Mettre le récipient dans un incubateur réglé a 95°C (40 minutes) ;

e Sortir le récipient du I'incubateur et laisser refroidir sur la paillasse (20 minutes) ;

e Faire passer les lames dans deux bains d’eau distillée (5 minutes pour chacun).

+ AFP

Le prétraitement des tissus avec la protéinase K ou desquamation de I'épitope par chaleur n’est

pas requis.

Immunomarquage

Les coupes de tissus ne doivent pas sécher pendant le traitement ou la procédure

d’mmunomarquage immunocytochimique suivante.

a. L’application de I’anticorps primaire (Figure h)

e Traitées les lames par une solution diluée des anticorps primaires et incubées pendant 40
minutes en chambre humide ;

e Ringage des lames en PBS ;

e Passage des lames dans un bain de PBS (5 minutes).
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(h)

b. L’application de ’anticorps secondaire (Figure iet j)
e Application du premier AC secondaire (10 minutes) ;

e Ringage en PBS (trois bains) ;

e Application du deuxieme AC secondaire (10 minutes) ;
e Rincage en PBS (deux bains) ;

e Passage dans un bain de PBS (5 minutes).

(1) )

c. La révélation
Les lames sont traitées au chromogene DAB qui sert comme substrat a la peroxydase et incubées
pendant 5 minutes. L’enzyme dégrade le substrat DAB et le produit qui en résulte donne une
coloration marron, puis passées au bain d’alcool pour avoir un montage facile et rapide (figure
K).
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(k)
e Ringage a I'’eau distillée (deux bains).

d. Contre coloration, rincage dans I’eau courante et montage des lames

e immergées les lames pendant 2 minutes dans I'hématoxyline de MAYER pour faire
difference entre les noyaux normaux et les noyaux tumoraux ;
e Rincage a I'eau courante ;

e Séchage et montage des lames.
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Annexe 8

Tableau I : tableau récapitulatif de I’ensemble des cas d’hépatoblastome

Nbr des N° de L’age Le sexe | Diagnostic
cas dossier
1 7431/07 4 ans M HB a petites cellules indifférencies
2 1331/09 18 mois | F HB mixte
3 1889/10 | 3ans M HB épithélial prédominance foetal
4 6737/10 8 mois F HB épithélial a cellules indifférencier
prédominante
5 8562/10 8 ans M HB indifférencie
6 9224/11 | 3ans M HB mixte épithélial (macrotrabéculaire) et
mésenchymateux
7 12718/11 | 2 ans M HB épithélial de type feetal
8 10575/12 | 4 ans M HB épithélial de type embryonnaire
9 15580/12 | 10 mois | F HB de type épithélial sous-type mixte foetal et
embryonnaire
10 16200/12 |11 mois | M HB tératomateux
11 1336/13 | 11mois | F HB de type mixte tératomateux
12 13004/13 | 3ans M HB épithélial de type feetal prédominant
13 14605/13 | 3ans F HB de type épithélial de sous-type foetal
prédominant
14 15858/13 | 15 mois | M HB mixte : double composante épithélial et
mésenchymateux
15 1180/14 14 mois | F HB mixte : prédominance mésenchymateuse
16 3879/14 11 mois | F HB mixte épithélial et mésenchymateux
17 8385/14 18 mois | F HB de type épithélial a composante foetale
prédominante
18 9043/14 | 2 ans M HB mixte (mésenchymateux et épithélial)
19 10694/14 | 3ans M HB mixte épithélial (a prédominante feetal) et
mésenchymateux
20 12041/14 | 2 ans M HB ¢épithélial a prédommance feetale
21 17369/14 | 12mois | F HB épithélial sous-type mixte (embryonnaire
et foetal)
22 18541/14 |24 mois | M HB épithélial avec contingent fetal
prédominant
23 55/15 14 mois | F HB mixte a prédominance mésenchymateuse
24 3500/15 2 ans F HB mixte épithéliale (embryonnaire) et
mésenchymateux
25 8270/15 |18 mois | M HB épithélial de type foetal
26 8643/15 9 ans M HB épithélial pur de type foetal
27 17766/15 | 3ans M HB épithélial pur a prédommance foetal
28 14733/16 | 12 mois | M HB Epithélial embryonnaire
29 16974/16 | 3 mois M HB épithélial avec composante foetale
prédominante
30 1453/17 14 mois | F HB bi phasique (mixte)
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Tableau Il : Répartition d’hépatoblastome selon le sexe

Sexe Masculin Féminin Total
Nombre de patients 18 12 30
Pourcentage % 60 40 100

Tableau I : répartition d’hépatoblastome selon I'agechez les deux sexes.

Age

Nbr des patients

3 mois

8 mois

10 mois

11 mois

12 mois

14 mois

15 mois

18 mois

2 ans

3ans

4 ans

8 ans

9 ans

| R N O O] W| | W] N W| | | =

Tableau IV : Répartition h’épatoblastome selon le type histologique

Type histologique Epithélial Mixte Total
Nombre 18 12 30
Pourcentage % 60 40 100
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Tableau V : Composants épithéliaux de spécimens selectionnés d’hépatoblastome.

La composante épithéliale Nombre des cas

prédominance foetal

feetal pur

embryonnaire pur

feetal et embryonnaire

prédominance SCU

R NN NN o

SCU

Tableau VI : Hépatoblastome Mixte avec et sans composantes tératoides

La composante mixte Nombre des cas
Sans composantes tératoides 10
avec composantes teratoides 2

+ Analyse statistique
1. La moyenne arithmétique

n .
m:X1+ X2+ X3+--Xn _ Z.:l Xi

N N

2. Médiane

La médiane est la valeur partageant une série statistique dont les valeurs sont rangées en ordre

croissant (ou décroissant) en deux groupes.

3. Le test Exact de Fischer

Le tableau de contingence consignant les résultats du dosage sérique et de I'immunomarqueur

a été soumis, statistiquement au test de khi-deux d’indépendance.

L’hypothése nulle d’indépendance est rejetée quand la P value < 5% et dans ce cas on retient

I’hypothése alternative, c’est-a-dire il y a liaison (concordance ou association) entre les 2

caractéres objet d’étude, il s’agit ici de I'immunomarqueur et du dosage serique.
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Comme, tout au moins, un des effectifs théoriques est mférieur a 5, i n’est pas possible

d’utiliser le test de khi-deux, il faut donc recourir au test Exact de Fisher.

Ce test a été réalisé a travers le logiciel open source R derniére version de juin 2017. C’est la

version R 3.4.1.
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