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Résume

L’objectif de notre travail est d’étudier les aspects cliniques, anatomopathologiques, et
moléculaires du mélanome uvéa ; a travers une éude rétrospective qui s’est déroulé de
janvier 2005 au décembre 2014 et une étude prospective de 1% janvier 2015 au 31Mai 2015
sur 40 globes oculaire colliger au laboratoire d’anatomo-pathologie du centre hospitalo-
universitaire, Mustapha bacha (Alger).L’age des patients est varié entre 36ans et 85ans; en
moyenne de 58ans, avec une égalité entre femme et homme.la localisation choroidien était la
plus présentée avec 93% des cas. De variable marqueurs des anomalies moléculaires et
genomiques ont été utilisé afin de réaliser des marquages immunohistochimiques a savoir : le
melan A, le pS100, HMB 45, Ki67.

Nos résultats sur le plan anatomo-pathol ogique montrent que la sclére est touchée chez 55%,
le nerf optique est atteint chez 10% des cas, la rétine 35%, le corps ciliaire 20% est atteint
alors que la chambre antérieur est touché dans 5%. Les mélanomes a cellules mixtes sont

les plus fréquentes (40%), (37%) cas a cellule fusiforme et (23%) cas épithéloide.

La technique d’immunohistochimie a eté réalisée chez deux patients seulement (a cause de
I’absence de matérielle) dont nous avons trouvé tous les marqueurs Ki 67 (marqueur de

prolifération), PS100 (marqueur de différenciation), Melan A, HMB45 sont positives.

Cette étude doit étre poursuivie et dargie sur un nombre de cas important de malades afin de

pouvoir lavalider statistiquement.

Mots clés : Mélanome uvéal, facteur, Ki67, p53, HMB45, pS100, immunohistochimie.



Abstract

The objective of our work is to study the morphological and molecular aspects of uvea
melanoma; through retrospective study which ran from January 2005 to December 2014, and
prospective study took place from January the 1% 2015 to the 31% of May 2015 of 40 ocular
globes collected in the laboratory of pathology university hospital center Mustapha bacha
(Algiers)

The patients’ age ranged from 36 years to 85 years, an averge 58 years. With equality

between women and men.The choroid location was the most presented with 93% of cases.

Variable molecular markers and genomic anomalities were used to perform
immunohistochemical markes namely, Melan A, pS100, HMB 45, Ki67

Our results concerning the histological plan show that the sclerais affected in 55%; the optic
nerve is reached in 10% of caces, 35% of the retina, ciliary body 20% is reached when the
anterior chamber is reached in 5%.

Mixed cells Melanomas are the most frequent (40%), (37%) fusiform cells cases and (23%)
epithelioid cases.

The immunohistochemical technique was performed in only two patients (because of the
absence of material) we found all markers Ki 67 (proliferation marker), PS100 (marker of
differentiation), Melan A, HMBA45 are positive.

This study should be continued and expanded on a large number of cases of patients in order
to validate statistically.

Keywords: uveal melanoma, factor Ki67, p53, HMB45, PS100, immunohistochemistry.
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INTRODUCTION

L’ceil est I’un des cing sens du corps humain, c’est I’organe de la vue, lavision est donc la perception.
L’organe récepteur de la lumiere sa fonction est de transformer I’information lumineuse en influx

nerveux transmis au cerveau. (Gerhard K, 2002).
Mais parfois des changements rendent leur mode de croissance ou leur comportement anormal.

Entrainent la formation des tumeurs non cancéreuses ou bénignes d’autre peuvent devenir cancéreuses,
laplus fréquente est celle qui se développe dans le globe oculaire et le tissu voisin.

Ca prent le plus souvent naissance dans les mélanocytes située dans les couches profondes de I’uvée
(constituées par I’iris en avant puis le corps ciliaire et la choroide) ces cellules produisent des granules
pigmentés, riches en mélanine, les mélanosomes qui contribuent & la constitution de la chambre noire
de I’ceil et le protege contre les agressions du soleil (DegardinsL, 2007).

L’ apparition d’un cancer au niveau de I’uvée est lié¢ a une prolifération anarchique incontrélée des
cellules mélanocytaires, d’ou I’appellation du « M élanome uvéal ».

Le MU représente la tumeur intraoculaire maligne la plus fréquente dans la population adulte, se
développe a l'intérieur du globe oculaire et n'est donc pas visible extérieurement ,le plus souvent
diagnostiqués tardivement durant un examen ophtalmologique de routine (Solange L, 2007), mais
parfois des symptomes visuels dus au décollement partiel de la rétine, tels que des troubles de la vue
comme une perte d’acuité visuelle, la présence d’une tache dans le champ de vision ou des flashs de
lumiére. (Degardins L, 2007).

La préoccupation majeure des médecins qui prennent en charge des patients atteints de MU est de
préserver leur vue. C’est pourquoi sont privilégiés des traitements dits conservateurs, basés sur la
chirurgie et sur deux techniques de radiothérapie : la protonthérapie et la curiethérapie. Mais s la
tumeur est trop volumineuse, une ablation chirurgicale de I’eil (énucléation) peut se révéer
nécessaire. Desjardins L, 2009).

Le MU soutient une douzaine de projets de recherche qui explorent de nombreuses voies pour :
prédire quels patients sont susceptibles de développer des métastases et ceux qui ont moins de risque,
avant qu’elles n’apparaissent : les profils génétiques individuels permettant de le savoir commencent a
étre connus, mais demandent a étre affinés. (Desjardins L, 2007).

La carcinogénese et la transformation maligne des mélanocytes uvéaux qui a lieu lors du
développement des MU sont due au déréglement de I’expression des génes impliqués dans la
prolifération, la survie et la mort cellulaire, la compréhension de ces mécanismes cellulaire et

moléculaire permet d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques.



Récemment Van Raamsdonk et ces collégues ont démontré que les mutations GNAQ /11qui codent
pour la sous unité a du récepteur couplé ala protéine G, se produire au début de la tumorogenese des
MU. (Herlyn & Nathanson, 2010; Van Raamsdonk et al., 2009; Van Raamsdonk et al., 2010)

L’objectif de notre travail est I’étude morphologique et moléculaire du MU (apprendre a couper un
globe oculaire tumoral, maitriser les différentes étapes techniques: déshydratation, coupe au
microtome, la coloration HE, apprendre la technique d’immunohistochimique et I’appliquer au MU et
recherche les facteurs histologiques de cette tumeur (infiltration du nerf optique, de la sclere ..... ), a
travers une double étude, rétrospective entre (2005-2014) et prospective 2015.

La premiére partie représente un rappel bibliographique sur les MU aspect clinique histologique et

méme génétique.
La deuxieme partie sera consacrée au matériel et méthodes utilisées pendant notre travail.

La troisieme partie représente les résultats. Ces derniers seront discutés par comparaison aux donnees

de lalittérature. Puis nous terminerons par une conclusion générale.



Chapitrel : Données Bibliographiques

| -1 - Anatomie de I’ceil

L’ceil est un organe sensoriel du corps humain qui regoit 80% des informations extérieures, il est
compose de différents éléments, dont :

La cornée : c’est le prolongement plus bombé de la sclérotique, elle est transparente et trés innervée
donc trés sensible. (Chiesa C, 2005)

La sclére : la plus externe des tuniques du globe oculaire, fibreuse et inextensible, assurant la
protection. (Chiesa C, 2005)

La conjonctive : ¢’est une muqueuse tapissant la face postérieure des paupieres. (John S, 2003)

L’iris : un diaphragme circulaire se réglant automatiqguement suivant la quantité de lumiére recue.
(Couf A, 2013)

Le corpsciliaire: Partie intermédiaire de I’'uvée, sous forme d’un anneau saillant & I’intérieur de I’ceil.
Il joue un réle fondamental dans I’accommaodation et la sécrétion de I’humeur aqueuse.

(Gerhard K, 2002)

Lachoroide: couche pleine de pigments qui constitue une chambre noire ; elle est trés vascul arisée.
Larétine: c’est une membrane nerveuse hypersensible qui tapisse le fond de I'eeil. (Gerhard K, 2002)
Lenerf optique : nerf qui transmet les informations venant de larétine au cerveau.

Sclérotiaue Choroide

Cormée

Cristallin —-.

Humenur | |
Aqueuse| |

Nerf Optique

Corps Ciliaire _ Corps Viiré
!:ét?fﬂﬂg =

== [\ Jilieu Transparent

== Dlembrane opague

Figure 1 : Représentation schématique de I’anatomie du globe oculaire.

(DegardinsL, 2007)



Chapitrel : Données Bibliographiques

[-2-M élanome uveéal

C’est la tumeur intraoculaire la plus fréguente de I’adulte, elle se développe a l'intérieur de I'ceil au
niveau de I’uvée, 80 % des MU sont localisés au niveau de la choroide. (Dendale R, 2006)
[-3-Embryologie

Les mélanocytes uvéaux provenant de la créte neurale, les mélanomes issus de ces cellules ou de leurs

précurseurs, sont donc d’origine ectodermique. (Zografos L, 2002).

[-4- M élanomagénése

Un certain pourcentage des MU provient probablement d’une transformation maligne de naevi
préexistant, mais la majorité d’entre eux se forment de novo. Les mélanocytoses oculaire correspond a
une augmentation du nombre de mélanocytes, aux caractéristiques histopathol ogiques similaires a celles
des cellules néaviques, dans toutes les tuniques oculaires : sclérotique, épisclére, iris, corps ciliaire,
choroide et parfois papille. (Zografos L, 2002)

|-5-Epidémiologie

Les MU sont des tumeurs rares, voire exceptionnelles, dans les populations fortement pigmentées,

africaines et asiatiques.

Leur incidence dans la population caucasienne est estimée a prés de 0,7 cas par 100 000 habitants par
année .Cette pathologie concerne aussi bien les femmes que les hommes et surviennent en générae
entre 50 et 70 ans.

Les personnes aux yeux clairs ont deux fois plus risque d’étre touchées.

La cause des MU n’est pas claire, mais il existe un faisceau d’indices convergents en faveur du réle des
rayons ultraviolets (UV) dans la genése de ces tumeurs. Enfin, la transmission génétique des MU, tout
en éant possible, ne constitue pas un facteur de risque étiopathogénique majeur. (Zografos L, 2002)

[-6-Aspect Clinique

Il dépend principalement de lataille, de lalocalisation, du degré de pigmentation de la tumeur, de

I’intégrité de la lame de Bruch et de I’importance du décollement secondaire exsudatif.



Chapitrel : Données Bibliographiques

-Ophtalmoscopie

-Les mélanomes sont le plus souvent diffusément pigmentés et ont une coloration brun verdétre. Ils
peuvent toutefois n’étre que partiellement pigmentés et, plus rarement, étre entierement apigmentés. Ils
doivent dans ce cas étre distingués des tumeurs métastatiques. (Zografos L, 2002).

-Les tumeurs de petite et moyenne taille, dont I’extension est contenue par une lame de Bruch intacte,
ont une forme en déme (Figure 2).

-Les petits mélanomes localisés au pdle postérieur présentent souvent, en surface, une quantité variable

de dépbts de pigment orange (Figure 3). (Zografos L, 2002)

Figure 2: Fond d’ceil d’un mélanome nodulaire de  Figure 3 : Fond d’ceil d’'un mélanome de la choroide

la choroide de taille moyenne (Zografos L, 2002) de petite taille avec dépbts de pigment orange.

- Les MU qui s’étendent en direction du segment antérieur peuvent envahir le corps ciliaire et désinsérer
la racine de I’iris (Figure 4). Ce type de tumeur suscite souvent la formation de vaisseaux sentinelles
(Figure 5) (Zografos L, 2002)



Chapitrel : Données Bibliographiques

. . L. Figure 5 : Vaisseaux sentinelles en regard
Figure 4 : Invasion du segment antérieur par un . o
mélanome de I"uvée postérieure. (Zografos L, 2002) d’un mélanome envahissant le corps ciliaire

(ZografosL, 2002)

|-7- Aspect Histologique

La classification histopathologique des MU utilisée est celle de McLean, Foster, Zimmerman et Gamel.

(McLean IW et al., 1983). Elle est issue de la classification de Callender-Wilder, (Callender GR, 1931)

(Callender GR, 1935). Et établit le degré de malignité de latumeur et son pronostic vita ; elledistingue :
- lesmélanomes fusiformes : tumeurs composées exclusivement de cellules fusiformes. (Figure 6)

- lesmélanomes épithélioides : tumeurs composées exclusivement de cellules épithélioides (Figure 7).

Figure 6 : Méanome de la choroide de Figure 7 : Méanome de la choroide de
type épithdlioide. (Marc-Henri, 2014)

type fusiforme. (Marc-Henri, 2014)
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-les mélanomes mixtes. tumeurs composées d’un mélange de cellules fusiformes et épithélioides.

(Figure 8)

Figure 8 : Mé&anome de la choroide de type mixte. Tumeur composée de cellules fusiformes et de cellules
épithélioides de grande taille (HE : x 100). (Zografos L, 2002)

|-8-Aspect génétique et moléculaire
|-8-1-Facteurs derisques génétiques
-Prédisposition familiale
= | esrésultats des anal yses moléculaires de la contribution des mutations germinale de CDKN2A
/ P16 (INK4A), P14 (ARF), CDK4 ont été effectué pour des patients ayant une prédisposition
génétique de MU, indiquent que ces génes ne sont pas responsables de la grande majorité de la
susceptibilité génétique au MU.(Buecher B et al,. 2010)
= Récemment ils ont découvert que des mutations germinales au niveau du géne BAP1 (BRCA1
associated protein-1) associé ades MU familial. (Marc-Henri, 2014)
-Prédispositions sporadiques
D’autres genes de susceptibilité ont été identifiés, dont les mutations conférent un risque plus faible qui
congtituent des genes de prédisposition dans des formes sporadiques lorsqu’ils sont associés entre eux

et/ou a des facteurs environnementaux. (Christine L, 2012)
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[-8-2- Classes des mélanomes uvéaux
-LesMU classe| : présentent un faible risque de métastases.
-Les MU classe |1 : sont tres métastatiques et sont caractérisés par monosomie du chromosome 3 et

gain de 8qg. (Marc-Henri, 2014)

Figure 9: Caryotype d’un patient atteint d’un MU classe 1.
(Marc-Henri, 2014)

|-8-3-Car cinogénese
Une série de changements moléculaires se produit dans lesMU agressifs et métastatiques,
(Ryu B et al., 2007). Ces changements moléculaires sont caractérisés par :
1-Des genes conférant un risque élevé du mélanome uvéal
1-1-GNAQ: Guanine Nucléotide-Binding protein G, q polypeptide

Ce géne code pour des sous-unités a de récepteur couplé alaprotéine G. (SwapnaV et al., 2011)

-L ocalisation cytogénétique: 9921.2 (Swapna V et al., 2011)

D242

opize
aqie

¥ g
Figure 10: Représentation schématique de lalocalisation cytogénétique du gene GNAQ.
(SwapnaV et al., 2011)
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- Mutation Somatique: Mutations somatiques dans GNAQ ont été décrites dans la néoplasie
mélanocytaires. Dans MU, Les mutations Q209 et R183 entrainent une perte partielle ou compléte de
I'activité de GTPase intrinseque respectivement, verrouillant ainsi la protéine dans une forme
constitutivement active. Des mutations dans GNAQ sont également mutuellement exclusives des
mutations hotspot dans GNA11 , qui appartient ala méme famille et part 90% d'homologie de sequence.
Les mutations de GNAQ ne sont pas concomitante avec d'autres mutations oncogéniques communs
dans BRAF , NRASou CKIT . (SwapnaV et al., 2011)

Q208L
Q209°
Q205R
R183Q qa09v

Amino acids 1 46 107 158 T ECET 245 297 359

Figure 11 : Représentation schématique des mutations R183 et Q209 dans les tumeurs
mélanocytaires.
Les boites pourpres représentent les exons avec les numéros d'exon indiquées a l'intérieur des boites, les numéros d'acides

aminés indiquées sur le dessus. Les fléches représentent les deux mutations de point d'accés en méme temps que le
changement d'acide aminé. N et C représentent les extrémités amino et carboxy-terminale de la protéine GNAQ.
(SwapnaV et al., 2011)

1-2- GNA11: Guanine Nucléotide Binding protein G, 11 polypeptide

Le gene GNA11 fournit des instructions pour la fabrication d'un composant, la sous-unité alpha (a),
d'un complexe de protéine appel ée protéine de liaison nucléotidique de la guanine (protéine G) appelé
Gay. (Griewank KG €t al., 2011)

-L ocalisation cytogénétique : 19p13.3

Figure 12 : Représentation schématique de lalocalisation du gene GNA11.
(Griewank KG et al., 2011)
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-Mutation somatique : Les mutations somatiques dans le gene GNAL1 ont été trouvées dans les MU,
qui sont des mutations activatrices, ce qui conduit & la production d'une suractivité de la proténe
Ga; qui stimule la prolifération incontrélée des cellules productrices de pigments (mélanocytes) dans
I'uvée. (Griewank KG et al., 2011)

1-3-BAP1 : BRCAL associated protein-1 (ubiquitine hydrolase carboxy-terminale)

-Structure de BAP1 : BAPL est une protéine de 729 aa. UCH, hydrolase ubiquitine C-terminal; HBM,
motif de HCF-liaison (séquence NHNY); NLS, signal de localisation nucléaire.

(Frédéric et Francine, 2009)

Putative NLS
UCK regon HEM (656-€61 and
[1-240) {363-3635) IAREY YS!
BARD1 binding BRCA1 binding
domain (182-325) damain

P
(544-557)

Figure 13 : Représentation schématique de la structure de la protéine BAPL.

-Expression : BAPL est exprimée dans une variété de tissus adultes humains. BAP1 (BRCA1 associated
protein-1) qui est un géne suppresseur de tumeur.

-L ocalisation cytogénétique : 3p12 (Frédéric et Francine, 2009)

-Fonction : BAP 1 intervient dans les cas des dommages d’ADN provoquant le retard de la phase S en
inhibant I’activité ubiquitaire du complexe BRCA1 / BARD1, dont ce dernier possede une activité
ubiquitine ligase E3 double, capable de dégrader les protéines impligué dans la réparation de I’ADN.
(Frédéric et Francine, 2009)

-Mutation : des mutations somatique et méme germinale de BAP 1 sont fortement associées dans les
cas des MU assurant la perde de fonction du BAP1, favorisant la pronostication des MU.

(Marc-Henri, 2014)

2-Des genes conférant un risque faible du mélanome uvéal
2-1-SF3B1: Splicing Factor 3 B Subunit 1

Ce gene code pour une sous-unité du complexe protéique 3b facteur d'épissage.

-L ocalisation cytogénétique : 2g33.1 (Dessen P, 2002)
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Figur e 14: Représentation schématique de lalocalisation du gene SF3B1.

-Fonction : impliquée dans 1I’épissage de pré ARN — m (Dessen P, 2002)
-Mutation : Des mutations somatiques au niveau du codon 625 associé aux MU avec un risgue bas.
(Marc-Henri, 2014)

2-2-EIF1AX: Eukaryotic trandation initiation factor 1a x -chromosomal.

Ce géne code pour un facteur eucaryote d'initiation de la traduction. La proténe est nécessaire pour la

liaison des complexes 43S al'extrémité 5 'de I'ARN coiffé. (Martin M et al., 2013)

- L ocalisation cytogéenétique : Xp22.12.
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Figure 15 : Représentation schématique de lalocalisation du gene EIF1AX. (Martin M et al., 2013)

- Mutation cytogénétique : Des mutations dans ce géne ont été vu récurrentes associée a des cas de

MU avec disomie 3. (Martin M et al., 2013) maisavec un risque bas.

[-8- 4-Lesvoies de signalisation

Les mutations GNAQ /GNA11 activent deux voies, lavoie MAPK( Van Raamsdonk et al., 2010) ,et la
voie Hippo YAP( Yu et al., 2014)

1-Lavoiede MAPK (Mitogen Activeted Protein kinase)

Lavoie MAPK régule de fagon physiologique la croissance, lasurvie et lamigration cellulaire par
transduction de signaux membranaires jusqu’au noyau, via la phosphorylation d’effecteurs. L’activation
pathol ogique de cette voie est un événement fréquent dans les mélanomes par des mutations
oncogénique des genes BRAF, NRAS (Christine L, 2012). Mais ces mutations sont moins fréquentes
danslecasdesMU. (Marc-Henri, 2014)

Récemment Van Raamsdonk et ces collégues ont démontré que 80 % des MU associé a des mutations
activatrices aux niveaux des deux genes GNAQ, GNA1ll ((Herlyn & Nathanson, 2010;Van
Raamsdonk et al., 2009; Van Raamsdonk et al., 2010). Ces genes appartiennent a une sous-famille

9
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des genes codant pour la sous-unité o de protéine G- impliqué dans la signalisation cellulaire MAPK.
Des mutations GNAQ / GNAllont été trouvées dans des cas de MU dont 46% et 35% respectivement.
Ces deux genes ont montré pour étre mutuellement exclusifs et quiils ont par leur conversion
oncogénique suggeéré d'étre la cause de la voie de MAP-kinase. Ceci a son tour conduit ala prolifération
des cellules méme en |'absence de stimuli extracellulaires. Ces mutations sont donc pensees a se
produire au début de la tumorogenése, qui est souligné par le fait qu'ils ne sont pas corréés avec |'une
des classes moléculaire ou d'une métastase en général. (Bauer et al., 2009; Onken et al., 2008).

- n GPCR
o [11] '
MK\

oNAQ > B
. £ \

Prolifération anarchique, FJ _ ERK
progression tumorale

Figure 16 : Représentation schématique de lavoie MAPK.

2-Lavoie Hippo- YAP

La voie de suppresseur de tumeur Hippo, contrdle la croissance des tissus, la prolifération cellulaire et
I'apoptose (Harvey et al., 2013) ,par des effecteurs clés comprennent les oncoprotéines homologues
YAP et TAZ, qui favorisent la croissance des tissus en régulant I'activité des facteurs de transcription
tels que Teads.

Dans la plupart des cellules proliférantes, Y AP est localisée dans le noyau sous saforme active. La voie
de signalisation Hippo conduit a la phosphorylation de YAP par les kinases de sérine / thréonine-
protéine LATS1 / 2, conduisant a l'inactivation YAP et la rétention dans le cytoplasme et a la

dégradation par |e protéasome.

10
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Des mutations activatrices somatiques dans GNAQ ou GNA11 qui associés au MU promouvoir la
tumorigenese en activant YAP (Zhao L et al., 2014), déclencher la déphosphorylation et |a localisation
nucléaire de YAP.

L’activation de Y AP par mutations GNAQ/11 est médiée uniquement par inhibition de LATS1/ 2

et nécessite le facteur guanine nucléotidique de change, Trio, et en ava petites GTPases Racl et
RhoA. L'activation de RhoA et Racl induit la polymérisation de I'actine de G-actine de F-actine,
entrainant la dissociation de la protéine angiomotine cytosquelettique-associé (AMOT) de YAP,
permettant ainsi YAP a translocation du cytoplasme vers le noyau pour activer la transcription Y AP-
dépendante, favorisant la croissance et la progression tumoral.

Un ciblage pharmacologique de cette nouvelle voie de Y AP-dépendante peut étre critique pour une
thérapie efficace contre les MU présentant des mutation GNAQ/11 ,incité par I'identification récente de
vertéporfine comme inhibiteur de I'activité de YAP ( Liu-Chittenden et al., 2012).

GNAQ/110ncogene

63% Mélanome uvéal

" 6%MElanome cutané
A
H ) \J
GT

ER p

G-actine 0%

"‘ RAC RHO
J IPLE‘H] iE h[l]pu
|
F-actine -

cytoplasme

Prolifération anarchigue

' — Progression tumoral
YAP 02 i
noyau |

Figure 17 : Représentation schématique de lavoie Hippo- YAP.
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[-9- Traitements
[-9-1-Lachirurgie

L’ ablation de la tumeur avec conservation du globe oculaire n’est possible que pour certaines tumeurs.
Si la tumeur est trop volumineuse, en cas de récidive ou de complications majeures du traitement

conservateur, une ablation chirurgicale de I’ceil peut étre envisagée. (DegardinsL, 2007)
|-9-2- Lachimiothérapie

Une chimiothérapie est un traitement médical général (appelé aussi traitement systémique) qui agit dans
I’ensemble du corps. Cela permet d’atteindre les cellules cancéreuses quelle que soit leur localisation,

méme si elles sont isolées et n’ont pas été détectées lors du diagnostic.
Les médicaments de chimiothérapie agissent sur les mécanismes de ladivision delacellule.

Une chimiothérapie peut étre proposee pour traiter des MU avec envahissement locorégional et qui ne
sont pas opérables, ou des MU avec desmétastasesa distance (le cas des métastase hépatique).
(DegardinsL, 2007)

[-9-3-Traitements conser vateurs
1-La protonthérapie

La protonthérapie, radiothérapie utilisant un faisceau de protons a la balistique trés précise, est idéae
pour traiter les tumeurs situées a proximité d'organes sains car elle permet de réduire leur irradiation.
Cette forme de radiothérapie est utilisée pour traiter les tumeurs postérieures a l'arriere du plan
équatorial de I’ceil. Cette thérapie permet de conserver |e globe oculaire dans 90 % des cas. Elle permet
également un contréle local de latumeur dans 96 % des cas et le risque de récidive, inférieure a5 % a
dix ans, restetrés faible. (Hamrouni Z et al., 2005)

2-Lacuriethérapie

La curiethérapie est indiquée pour traiter les petites tumeurs situées dans la partie antérieure de I’ceil,
tout en protégeant les paupieres et la glande lacrymale. Les médecins placent directement au niveau de
la tumeur un disque en or, d’un diametre de 12 a 20 mm, et dans lequel sont incorporés des grains
d’iode radioactif (iode 125). Le controle local de la tumeur est obtenu dans 95 % des cas.

(DegardinsL et al., 2003)
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[1-1- Matérie
[1-1-1-Population d’étude

Notre partie pratique a été réalisée au Service d’Anatomie Pathologique du CHU Mustapha

(Alger) sur une période de 5 mois allant de janvier 2015 a mai 2015.

Nous avons Mené une double étude :

- Rétrospective s’étendant sur 10 années (janvier 2005 — Décembre 2014).

- Prospective s’étendant sur 5mois (Oljanvier 2015- 31 Mai 2015) sur une série des
patients algériens provenant de tout le territoire national.

Durant cette période nous avons colligé 40 globes oculaires.

Les données cliniques (L’age, le sexe, la localisation) des patients ont été recueillis a
partir des fiches de renseignements cliniques. Tous les cas ont bénéficié d’une réévaluation

histol ogique apres coupes classees.

[1-1-2- Matériel non biologique

Appareillages Matériel et verreries Réactifs Kits d’immunohistochimie
— Bain-marie — Lame d’étalement. — Formol a10% | -Solution de PH (6-9)
— Microtome — Lames silanisées. — Eau distillée et | -Eau oxygénée
— Agitateur — Panier deslames. Eau de robinet -Solution d’anticorps laire
(AGIMATIC-S) | — Micropipettes. — Paraffine (spécifique)
- Etuve — Hématoxyline | - Acanti Melan A, Ac anti ki 67,
— Appareille de Harris Ac Anti PS 100, Ac anti HMB45
d’inclusion — Eosine -Solution PBS (phosphate
- Xyléne buffered saline).
_Eukitt -Solution d’anti corps secondaire
-Solution DAB chromogene
- Hématoxyline de Mayer
-Ammoniague

Tableau 1 : Matériel non biologique.
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[1-2-M éthodes
|1-2-1-Etude Anatomopathologique

1)-Examen macr oscopique

Les globes oculaires regus fixés au formol (formaldéhyde=méthana en solution aqueuse)
afin d’éviter I’autolyse des tissus.  L’examen macroscopique consiste a décrire le globe
oculaire : aspect externe, taille du globe, taille du nerf optique, remaniements (calcifications,
hémorragies...).

2)-Prélevement

Les globes oculaires doivent étre inclus en totalité. La coupe doit passer par la papille avec
I'utilisation  des instruments bien tranchants, afin de ne pas écraser les tissus.
Les prélevements sont mis dans des cassettes numérotées pour chague patient.

Figure 18 : Globe oculaire.

[1-2- 2-Etude histologique (étapes pré— analytique) (Annexe 1)
1)-Fixation

Le but est de conserver I’échantillon dans un état le plus proche possible de I’état in vivo par
son action intrinseque (empécher I’hydrolyse et la digestion enzymatique) et extrinséque
(éviter la putréfaction des tissus par des micro- organismes). la fixation est effectuée par
immersion des échantillons durant 48h, dans du formol & 10% (9 volumes d’eau distillé pour
1 volume de formal).

14
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2)-Circulation

Pour gque la lumiére puisse passer atravers le tissu a examiner, celui-ci doit étre trés fin. Or
les tissus sont mous, il faut donc leur donner une consistance solide ; c'est le principe de
I'inclusion ,mais cette étape est précédée par une étape trés importante c’est la circulation
qui est réalisée en 3 phases : la déshydrations , I’éclaircissement et I’'imprégnation gréce
aun circulateur automatique ( LEICA TP 10 20) appelé «autotechnicon »( Figure 19) .
-Le circulateur possede 12 bains, arrangées en cercle facilite le transfert automatique d’un
panier (contenant |es cassettes des prél évements) toutes les 2h, d’un bain a un autre.

- la phase de déshydratation

(Elimination du formol de la fixation, et enlévement de I’eau tissulaire), la déshydratation
seréalisé par I’alcool (agent déshydratant).

Les cassettes sont ensuite immergées dans 6 bains d’alcool de concentration croissante de
70% a 100% pour éviter I’apparition trop rapide d’une distorsion des structures du tissu.
- la phase de I’éclair cissement

La paraffine liquide n’est pas miscible avec I’alcool, dont les tissus sont imprégnés et ne
pourra donc pas les pénétrer. Pour y remédier, les tissus doivent passer dans un liquide
intermédiaire miscible entre eux, a I’alcool et a la paraffine, c’est e xyléne (agent
éclaircissant), qui est un solvant miscible ala paraffine : dont le panier est plongé dans 4
bain du xyléne (miscible dans I’alcool, mais également dans la paraffine, va remplacer dans
un premier temps I’alcool dans un tissu, le rendant transparent et dans un second temps,
facilite |a pénétration de la paraffine
- la phase de I’imprégnation
Le panier des cassettes prélevées est immergé dans deux derniers bains de paraffine liquide.

Figure 19: Circulateur automatique (LEICA TP 10 20)
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3)-Inclusion(enr obage)
A pour but de permettre la réalisation des coupes fines et régulieres. Les éapes de
I’inclusion (enrobage) sont réalisées a I’aide d’un appareil (LEICA) (Figure 20) comporte,
un circuit chauffe (a60°c) se terminant par un distributeur d’ou s’écoule la paraffine liquide,
et une plague froide.

D’abord nous avons versé la paraffine dansle moule, ensuite nous avons déposé la piece
ainclure dans le centre du moule al’aide d’une pincette et placer la cassette numérote sur la
surface de la coupe, puis la paraffine liquide est versée sur la cassette afin qu’elle adhere a
la piece. A la fin, le moule est mis sur la plague froide pour que la paraffine durcisse
(15min). Le bloc obtenu est démoulé et mis dans une congélation pour accélérer le

durcissement de la paraffine.

Figure 20 : Appareil d’inclusion.

4)- Coupe au microtome

Le but de cette étape est d’avoir des tranches fines réguliéres, par I’utilisation d’un
microtome qui fait avancer le bloc de la paraffine sur un rasoir : d’abord nous avons débité
le microtome a 25 p pour enlever I’exces de la paraffine et arriver a la surface du
prélévement, ensuite nous avons diminué a 3 ou 4 1 pour obtenir des rubans fins d'environ
2a3um (Figure 21).
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Figure 21 : Microtome : confection des rubans fins.
5)-Etalement
L’étalement deslames se fait soie par une plague chauffante soie par un bain marié.
Dans notre étude, nous avons utilisé un bain marie. Les coupes sont mises dans un bain
marie afin d’enlever les plisdu tissu, ensuite elles sont portées al’aide des lames
(Figure 22), pour obtenir des lames blanches (contient le tissu du prélevement).
Les lames sont par la suite placées dans un panier pour lames et séchées a 70°C dans une
étuve pendant 1 heure ce qui facilite le déparaffinage.

Figure 22 : Etalement des lames au bain marie

6)- Etapes de préparation ala coloration

Cette étape consiste deux phases nécessaires avant la coloration, la premiere phase c’est le
déparaffinage, dans lequel nous avons mis notre panier des lames dans un bain de xyléne
pendant 15 min pour enlever la paraffine tissulaire. La deuxiéme phase c’est la phase de la
réhydratation a pour objectif de retirer le xyléne du tissu et la remplacer par I’eau, cette
phase sefait par 3 bains d’alcool de concentration décroissant.
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Apres le dernier bain d’alcool, les lames sont rincées dans un bain d’eau du robinet.

7)-Coloration histochimique a I’'HE

Une batterie de colorants et de réactifs est utilisée, constituée respectivement
1)-d’un bac d’hématoxyline de Harris (assure la col oration des noyauix)

2)- un bac d’eau acidifiée (5 ml d’acide chlorhydrique concentré dans 1000 ml d’eau
distillée) (dimination de I’exces de d’hématoxyline)

3)-un bac d’eau ammoniacale (2ml ammoniaque dans 1000 ml d’eau distillée)

Bleuir les noyaux

4)-un bac d’éosine (1000ml de solution aqueuse a 3% d’éosine, 125ml d’alcool a 95% et
2 gouttes d’acide acétique glacial dans 375 ml d’eau distillée) (assure la coloration des
cytoplasmes).

5)- un bac d’alcool a 95% (déshydratation)

6)-un bac de xyléne. (Eclaircissement)

Figure 23: Les différents bains de coloration HE.

Les différentes étapes sont

- Immersion du panier deslames dans le bac a Hématoxyline de Harris durant 5 min.
- Rincgage par I’eau du robinet pendant 2min.

- Enfoncement du panier une a deux fois dans I’eau acidifié.

- Rincage par I’eau du robinet pendant 2min

- Enfoncement une a deux fois dans I’eau ammoniacale
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- Rincage par I’eau du robinet pendant 2min
- Immersion dans I’Eosine pendant 2 min

- Ringage par I’eau du robinet pendant 2min.

Apres la coloration et avant le montage il est trés nécessaire de passer sur deux phases qui
permettent d’enlever I’eau (assurant une bonne visualisation sur le microscope), d’abord la
déshydratation par un bain d’alcool de 100 °C, ensuite I’éclaircissement par un bain de

xyléne.

8)-Montage

Consiste afixer une lamelle sur une lame qui contient notre coupe histologique, par
I’utilisation d’une colle ce qui confére une protection contre les bris mécanique et la
dégradation chimiqgue des colorants.

Une lamelle (24X 40 mm ,24X50mm, 24X60mm) est fixée sur la coupe histologique en
appliquant une goutte de colle (EUKITT) et quelques gouttes de xylene pour aider ala
diffusion de la colle sur toute la surface que recouvre lalamelle.

Les lames sont ensuite séchées a I’air libre.

Figure 24: Montage des |lames apres coloration

9)-Inter pr étation
La lecture des lames est effectuée au grossissement (x 100, x400, x1000) I’hématoxyline

colore les noyaux en bleu. L’éosine les cytoplasmes en rose.
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Chapitrell : Matériel et M éthodes

[1-2-3- Etude  mmunohistochimique (Annexe 2)
L’immunohistochimie consiste a mettre en évidence divers antigenes (Ag) cellulaires, ou
extracellulaires, grace a des anticorps (AC) spécifiquement dirigés contre eux, sur des coupes

detissusfixés, et inclus en paraffine.

DAB

Anficorps secondaire

A Anticorps primaire

S SIS S SSSSS SIS S SIS S Antgéne

Lesprincipales étapes de la technique d’immunohistochimie utilisée sont :

préparation des lames : les blocs regue inclus en parrafine sont coupés par le
microtome, ensuite les coupes obtenus sont étalées dans un bain marie et porter par
deslames silanisée, alafin elles sont mises dans une éuve a 70C°.
(Assure lafixation du prélevement sur leslames)
Dépar affinage : 4 bains de xyléne 5 min pour chacun.
Réhydratation : 4 bains Alcool de concentration décroissant (100°, 95°, 80° ,75°)

5 min pour chacun.
Démasquage des sites antigeniques (pré traitement) : Placer les lames dans des
étuis remplis par un tampon PH préalablement préparée (pH 6 -9) selon le type
d’anti corps spécifique utilisée. Ensuite les étuis sont mis dans un bain marie de 98C°
(35 a 40 min). Apres cela ils sont ouverts et ils sont plongés dans I’eau distillée

pendant 5 minutes. (le refroidissement petit a petit)

Les lames sont enlevées des étuis et elles sont mises dans une chambre humide (un palato

avec compresse mouillé par I’eau) pour éviter |e desséchements des prél evements.

Immersion des lames dans |’eau oxygénée (5 a 10 min).

Cercléles prélévements a I’aide d’un Dacopen (de nature huileux).
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Introduction d’AC 1: Ajouter I’AC | sous forme d’une solution & I’aide d’une
micropipette pour toutes les lames pendant 45 min. Ensuite rincage par 2 bacs du
PBS 5min pour chacun.

Introduction d’AC 11 :_Ajouter I’AC Il qui contient deux flacons, le premier est
représenté par un amplificateur 20 min et le deuxiéme c’est la streptavidine 20min
pour toutes les lames et laisser agir. Ensuite lavage des lames par 2 bacs du PBS
5min pour chacun.

Révélation : Se fait par le chromogene-substrat  DAB qui donne une coloration
marron au tissu tumoral, suivi d’un ringage avec I’eau distillée.

Contre coloration: Immerger les lames 2 a 3 minutes dans I’hématoxyline de Mayer
ensuite rincé al’eau courante (5 minutes).

Plonger les lames dans un bain d’eau ammoniaquee pour bleuir les noyaux, puis
déshydrater et éclaircir.

Montage : Les lamelles sont déposeées sur les lames a I’aide d’un Eukitt.
Lecture: effectuer au grossissement (x 100, x400, x1000).

Figure 26 : Introduction d’anticorps secondaire. )1 Figure 27 : Révélation par laDAB.



Chapitrelll : Résultats

[11 -1-Parametres épidémiologiques
- Notre série

Lapopulation d’étude est constituée de 40 cas.
-Rétrospective : 38 cas sélectionnés.
- Prospective : deux cas sélectionnés.

a)- Répartition des cas par année

Années N cas %
[2005- 2006] 2 5
[2006- 2007 | 3 7
[2007-2008 | 0 0
[2008-2009 | 1 3
[2009-2010 | 3 7
[2010-2011 | 1 3
[2011-2012 | 8 20
[2012-2013 | 9 22
[2013-2014 | 7 18
[2014-2015 | 4 10
[2015- 2016 | 2 5

Total 40

Tableau 2 : Répartition des MU selon les années.
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Figure 28: Répartition des MU selon les années.

Nous avons constaté un pic en [ 2012-2013 [soit 22%.
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b) — Répartition selon le sexe

-Parmi 1es 40 cas étudiés, il y’a 20 hommes et 20 femmes.

Le sexeratio (F/H) est de 1.

Lesexe N cas %
Hommes 20 50
Femmes 20 50
Total 40

Tableau 3 : Répartition des MU selon le sexe.

B Hommes M Femmes

Figure 29: Répartition des MU selon le sexe.

c)- Répartition selon I’age

Les ages extrémes sont de 36 et 85ans, avec un moyenne d’age 58 ans.

Age N cas %
[35-45 8 20
[45 - 55] 9 22
[55 - 69] 12 30
[65- 79[ 10 25
[75 - 89] 1 3

Total 40

Tableau 4 : Répartition des MU selon I’age.

23




Chapitrelll : Résultats

30%

30 25%
25 - 22%
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[35-45] [45 - 55] [55-65] [65-75] [75-85]

Figure 30: Répartition des MU selon I’age.

La moyenne d’age est 58 ans, avec un pic de fréquence dans la tranche d’&ge [55 - 65]
Soit 30 %.

d)- Répartition desMU selon la localisation

Selon lalocalisation des MU dans notre série, nous avons sélectionné 3 types principaux.

Type N ° cas %
Mé anome de la choroide 37 93
Méanome iridociliaire 1 2
M é anome choroidociliaire 2 5
Totd 40

Tableau 5 : Répartition des MU selon lalocalisation.

B Mé&anome delachoroide mMé&anomeiridociliaire BMéanome choroidociliaire

Figure 31: Répartition des MU selon lalocalisation.

Lesrésultats montrent que 93% des MU sont localiseés au niveau de la choroide.

24



Chapitrelll : Résultats

[11- 2- Paramétres Cliniques

1- Signescliniques

Les MU se développent a I’intérieur de I’ceil, donc il n’est pas visible de I’extérieur. Il
provoque des troubles de la vue comme une perte d’acuité visuelle, la présence d’une tache
dans le champ de vision ou des flashs de lumiére.

2- Fond d’ceil

Le plus souvent, les MU sont diagnostiqués au cours d’un examen ophtalmologique de

routine, il permet de préciser la localisation de la tumeur et la présence ou non d’un

envahissement du vitré.

Figure 32 : Fond d’ceil révélant un mélanome choroidien
Envahissement du vitré.
3-Echographie B

Permet d’obtenir une vue a 2 dimensions, en coupes, de I’intérieur de I’ceil. 1l est utilisé pour
déterminer la taille, les caractéristiques et I’étendue du MU, et pour savoir si cette tumeur

est une métastase provenant d’une autre partie du corps.

4-|RM

Imagerie par résonance magnétique permet de déterminer lataille du MU, éendue (savoir si
le nerf optique est touché), le stade (s’est propagé a I’extérieur de I’orbite de I’ceil au cerveau

ou alamoelle épiniere).

Tous nos patients ont subi une échographie B et IRM.
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[11- 3-Etude Anatomopathologique

[11- 3-1-Macr oscopiquement (Annexe 4)

Cornée —

Chambre antérieure  —

Décollement de la Rétine —— Tumeur noirétre volumineuse

I
/

1S

Figure 33: Aspect macroscopique du globe oculaire.

Présence d’un Mélanome choroidien.
1)- Tailledu globe
Lataille du globe oculaire varie entre (2 et 3) cm. Mais la plupart des globes ont une taille
de2,5cm.
2)-Tailledu nerf optique

Latranche de section du nerf optique comprise entre (0, 5- 1) cm était la plus fréguente.

Taille du nerf optique (cm) N cas %
<0,5 9 22
0,5-1 13 33
>1 5 13
Ras du GO 1 2
Non précisée 12 30
Total 40

Tableau 6: Répartition des MU selon lataille du nerf optique
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Figure 34: Répartition des MU selon lataille du nerf optique.

La plupart des patients ayant une taille du nerf optique varie entre (0, 5- 1) cm avec une

fréguence de 33%.

3)-Tailledelatumeur

Tailledelatumeur (cm) N cas %
<1 5 12
1-2 33 83
>2 2 5
Total 40

Tableau 7: Répartition des MU selon lataille de latumeur.

83 %
90 -

80 -
70 A
60 -
50 A B N cas
40 33

30 -

%

10 A

<1 1-2 >2

Figure 35: Répartition des MU selon lataille de latumeur.
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Selon la répartition des MU Par rapport a la taille de la tumeur nous avons remarqué que
33cas (83%) ont une taille de tumeur varie entre 1-2 cm, 5cas (12%) ont une taille inferieur a
lcm, et 2 cas (5%) ont unetaille supérieur a2cm.

[11- 3-2- Microscopiquement (Annexe 5)

[11- 3-3-1- Etude histologique

1) - Envahissement du Sclere

Sclére N cas %
Saine 18 45
Atteinte 22 55
Totd 40

Tableau 8 : Répartition des MU selon I’extension du sclére.

H Saine = Atteinte

55%

Figure 36 : Répartition des MU selon I’extension du sclére.

Les résultats des répartitions des MU selon I’extension sclérale montrent que 22 patients
sont atteints. (55%)
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Figure 37 : coupe histologique d’un MU : effraction scléral.

2) - Envahissement du nerf optique

Nerf optique N cas %

sain 36 90

Atteint 4 10
Total 40

Tableau 9 : Répartition des MU selon I’envahissement du nerf optique.

Hsan

u Atteint
90%

Figure 38: Répartition des MU selon I’envahissement du nerf optique.

Nous avons constaté que 36 patients (90%) ont un nerf optique sain et 4 patients

(10%) ont un nerf optique atteint.
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Figure 39 : Mé@anome choroidien avec un nerf optique sein.
3) — Envahissement rétinien

Rétine N cas %
Sane 26 65

Atteinte 14 35
Tota 40

Tableau 10 : Répartition des MU selon I’envahissement delarétine.

M Saine M Atteinte

65%

Figure 40: Répartition des MU selon I’envahissement delarétine.

Dans notre série 26 patients (65%) ont une rétine saine et 14 patients (35%) atteinte.
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4)- Envahissement du Corpsciliaire

Corpsciliaire N cas %

Sain 32 80

Atteint 8 20
Totd 40

Tableau 11 : Répartition des MU selon I’envahissement du corpsciliaire.

W Sain g Atteint

Figure 41: Répartition des MU selon I’envahissement du corps ciliaire.

Nous avons noté que 32 patients (80%) ont un corps ciliaire sain et 8 patients (20%) sont

atteints.

5)- Envahissement dela chambre antérieure

Chambreantérieur N cas %

Sane 38 95

Atteinte 2 5
Total 40

Tableau 12 : Répartition des MU selon I’envahissement de la chambre antérieure.
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M Saine M Atteinte

5%

95%

Figure 42: Répartition des MU selon I’envahissement de la chambre antérieure.

Lamajorité 38 patients (95%) ont une chambre antérieure saine.

6)- Typescellulaires (Annexe 6)

Typescellulaires N cas %
fusiforme 15 37
épithéloide 9 23
mixte 16 40

Total 40

Tableau 13 : Répartition des MU selon le type cellulaire.

mfusiforme MWépithéloide M mixte

23%

Figure 43: Répartition des MU selon le type cellulaire.

Nous avons constaté que 16 cas (40%) ont un type cellulaire mixte ,15 cas (37%) fusiforme

et 9 cas (23%) épithéloide.
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Figure 44 : coupe histologique d’un MU fusiforme.

Fusiforme A : cellules allongées avec noyau ovalaire et nucléole mal défini ou absent

Fusiforme B : cellules allongées avec noyau ovalaire au nucléole bien visible

" 1 f | 1 ’ \ |3 /
TV G bbb, o sibivii Sy i idbsth - dhiitinmtle. s iiuites

Figure 45: coupe histologique d’un MU épithéloide.
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Figure 46 : coupe histologique d’un MU mixte.
7)- Degr é de pigmentation (Annexe 7)

Degr é de Pigmentation N cas %
Peu pigmenté 6 15
Bien pigmenté 16 40
Fortement pigmenté 18 45

Total 40

Tableau 14 : Répartition des MU selon le degré de pigmentation

HPeu pigmenté = Bienpigmenté ® Fortement pigmenté

15%

Figure 47: Répartition des MU selon le degré de pigmentation.

Dans notre série 18 patients (45%) ont une forte pigmentation, 16 cas (40%) bien Pigmenté
et 6 cas (15%) peu pigmente.

-Absence de cas achromique.
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8)- Vascularisation (Annexe 7)

Vascularisation N cas %
présence 19 47
Absence 21 53

Total 40

Tableau 15 : Répartition des MU selon la vascularisation.

M présence M Absence

53%

Figure 48: Répartition des MU selon la vascul arisation.

Nous avons constaté que 21 patients (53%) n’ont pas une vascularisation, et 19 patients

(47%) présentant.

Les tumeur qui ont une

vascul arisation plus complexe
comme des boucles vasculaire ou
des réseaux vasculaires sont
associés a une augmentation d’un

risque métastasique .

Figure 49 : méanome choroidien vascularisé.
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9)- Nécrose (Annexe 7)

Nécr ose N cas %
présence 8 20
Absence 32 80

Total 40

Tableau 16 : Répartition des MU selon la nécrose.

E présence ® Absence

Figure 50 : Répartition des MU selon la nécrose.
Nous avons remarqué que la majorité des patients ne présente pas une necrose (80%).
[11- 3-3-2 - Etude Immunohistochimique

Consiste a mettre en évidence quatre marqueurs associés a des anomalies moléculaires des
MU : Ki 67 (marqueur de prolifération), PS100 (marqueur de différenciation), Melan A,
HMBA45.

1)- Immunomar quage par Ki 67

Ki 67 un marqueur de prolifération qui est facilement utilisable, peu onéreux et accessible a

tout laboratoire d’anatomie pathologique.
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La coupe histologique
d’immunomarquage par Ki 67

Montre qu’il positif avec une
localisation intranucléaire et
diffus au niveau de la choroide.

Figure 51 : Coupe histologique d’un Méanome de choroide : Immunomarquage par Ki 67.

2)- Immunomar quage par PS100

La protéine S-100B résulte de sa libération au niveau extracellulaire au cours de processus
tumoraux dans lesquels le géne de la protéine S-100B est exprimé, en particulier le
méanome malin (Gelineau MC et al ., 2002)

La coupe histologique
d’immunomarquage par PS100 montre
gu’il est fortement positif avec une

localisation cytoplasme.

Figure 52: Coupe histologique d’un Méanome de choroide : Immunomarquage par PS100.
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3)- Immunomarquage par Anti -Melan A

Un anticorps monoclonal qui marque 80% a 90% des mélanomes. Le marquage est souvent

plus homogene que celui de I’THMB45.

L’ immunomarquage par Melan A

Montre gu’il est positif avec une
localisation cytoplasmique qui
souléve larétine.

Figure 53: Coupe histologique d’un Méanome de choroide : Immunomarquage par Melan A.

4)- Immunomarquage par HMB45

L’immunomarquage par HMB45
montre qu’il est positif avec une
localisation cytoplasmique.

- 20 ¥ ) !
R o e

Figure 54: Coupe histologique d’un Méanome de choroide aprés Immunomarquage par HMB 45.
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Présentation d’un cas clinique
Patiente de 62 ans qui consulte en ophtalmologie pour baisse progressif d’acuité visuelle.

a)-Signeclinique
- Fond d’ceil

Figure 55: Fond d’ceil d’un mélanome choroidien en bouton de chemise.

-IRM
L’IRM orbitaire montre qui est un mélanome choroidien gauche avec décollement rétinien

diffus secondaire, sans signe d’extension péri- oculaire. (Figure56)

Figure 56 : Aspect d’IRM orbitaire d’'un mélanome choroidien gauche.
-Scintigraphie
Un renfoncement hétérogene de lafixation du radiotraceur intéressant le toit du cotyle
gauche d’allure péjorative qu’il convient compte tenu du contexte clinique de confronter aux

données radiol ogique pour une meilleure analyse.
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-Macroscopie

—

Figure 57 : Aspect macroscopique du globe oculaire dela patiente.

Le globe oculaire montre la présence d’un nodule intraoculaire noiratre.
-Microscopie

1- Histologie

Figure 58 : volumineux mélanome noirétre Figure 59 : coupe histologique d’un mélanome epithéloide

2- Immunohistochimie
L’immunomarquage par Ki 67, PS100, HMB45, Melan A est positif.
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Chapitre |V : Discussion

Le MU représente la tumeur intraoculaire maligne la plus fréquente dans la population
adulte. De plus, 40% des MU sont asymptomatiques et sont donc diagnostiqués tardivement
durant un examen ophtal mologique de routine. (Solange L ., 2007)

L'objectif principal de notre travail est I’étude anatomoclinique, et facteurs histopronostiques
des MU atravers une analyse rétrospective et prospective de 40 dossiers des patients atteints
de MU.

IV-1-Paramétres épidémiologique

Cette éude nous a permis de colliger 40 cas de MU sur une période de 10 ans allant de 2005
a2015. Ce chiffre ne refléte en rien I’incidence réelle de ces tumeurs en Algérie. Ceci peut
s’expliquer par le biais de recrutement di a la mise en place d’une équipe pluridisciplinaire
bien entrainée a ce type de pathologie.

La répartition des patients par année montre une moyenne de 3.8 cas par an avec une légere
tendance a la hausse a partir de 2012. D’aprés les données recueillies sur la période 1980-
2005 et publiées en 2008, I’incidence définie par le nombre de nouveaux cas d’une maladie
diagnostiquée sur une période donnée serait actuellement de 7400 nouveaux cas en France
par an Belot et a (2008).

- Sexe et I’age

L 4ge moyen de nos patients et de 58 ans avec des limites d’age est de 36 & 85ans.

Cereésultat est proche de celui des données L. Levecq et a(2003) qui ont trouvé une
moyenne d’age de 63 ans, et de celui de Cécile Laurent(2011) qui atrouvé un moyen ns

d’age de 55 ans.

Dans notre étude une égalité entre les hommes et les femmes avec un sexe ratio 1 aors que
Solange Landrevilleen (2007) a trouvé qu’il y a une légere prédominance du MU chez les
hommes (ratio homme: femme de 1.5) par contre Degardins L et a (2007) ont trouvé que
MU touche autant les femmes que les hommes.

-Répartition des patients selon letype du mélanome uvéal

Parmi les 40 cas de MU, nous avons noté une prédominance du mélanome choroidien (93%)
suivi du mélanome e (5%) puis du mélanome iridociliaire (2%) comme cela a été rapporté
dans la série de Frédéric, Miche FUCHS(2005) Les méanomes uvéaux se retrouvent donc
principalement dans la choroide (80-90%(des cas), dans les corps ciliaires

(7-15%) et I'iris (2-5%).
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|V-2-Etude Anatomopathologique

-Etude histologique

Dans notre étude la sclere est atteinte dans 55% des cas. Ce qui concorde avec la série de
J. Poitevin qui atrouvé que la sclere est atteinte dans 52%. Corps ciliaire est atteint chez
20% de nos patients et un décollement de La rétine chez 35% patients,, ces données se
rapprochent de celles de J. Gambrelleet al qui atrouvé que le corps ciliaire est atteint chez
27% et un décollement de rétine chez41.5% des patients.

Dans notre éude 23% de MU sont a cellule épithéloides ,40% a cellules mixtes et 37% s
fusiformes. Ceci concorde avec la série de Jackelien van Beek et al( 2013)qui ont trouve 5%

acellules épithéloides, 22% a cellules mixtes et 16% a cellules fusiformes

- Etudeimmunohistochimique

L’utilisation du Ki 67 (marqueur de prolifération) montre qu’il est fortement positif avec une
localisation nucléaire dans les deux cas que nous avons marqué et nos résultats sont

similaires a ce Chowers | et a(2002).

Le marquage par HMB 45 (un anticorps monoclonal spécifique et tres sensible au MU)
montre qu’il est positif dans les deux cas, et il est localisé au niveau du cytoplasme ,nos
résultats sont paraléles a ce Burnier M et a., 1991 qui ont trouvé gue tous les lésions
mélanocytaire uvéaux étaient positives pour HMB-45 et qu’il est un outil utile pour
différencier lesMU et Jump up et a(2002) qui ont prouveé que HMB 45 avait une sensibilité
de 92% lorsgu'il est utilisé pour identifier lesMU.

Le marquage par Melan A indique qu’il est surexprimeé dans les deux cas et il est localisé au
niveau du cytoplasme, nos résultats sont analogues avec les résultats de Bruno Fernandes et
al(2007) qui ont trouvé que Melan A est positif dans 91,7%.

Les Protéines S100 sont des holoprotéines dimériques, se composant d’une sous unité a et
d’une sous unité B, les fonctions essentielles des PS 100 sont au niveau intracellulaire la
fixation du calcium intracytosolyque et au niveau extracellulaire, leur I’intérét biologique
résulte de sa libération au niveau extracellulaire au cours de processus tumoraux en
particulier le MU. (Benabdesselam O et a., 2007)
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Le marquage par PS 100 montre qu’il est positif avec une localisation cytoplasmique dans
les deux cas que nous avons éudiés. Pour Burnier M et a(1991) la PS 100 est négative

dans 21% des cas.
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Conclusion

Letractus uvéal est la couche pigmentée de laparoi oculaire. Les MU sont considérés comme
des tumeurs rares, mais ils représentent en fait 13% des déces par mélanomes, toutes
localisations confondues et sont la tumeur intra oculaire maligne primitive la plus fréquente

chez I’adulte.

La plupart des mélanomes iriens ont une évolution favorable et occasionnent rarement des
métastases a distance contrairement aux mélanomes uvéaux postérieurs qui ont un pronostic
relativement défavorable.

L’objectif de notre travail a été atteint d’une part pour la recherche des facteurs
histopronostiques (le facteur de différenciation, de prolifération et de signalisation) et d’autre

part de maitriser la technique d’IHC.

Notre étude de 40 cas de MU a montré des résultats assez similaires a la plupart des études
rapportées dans la littérature. Nous avons constaté un pic en [2012,2013 [soit 22%. la
moyenne d’age est de 58 ans, avec un pic de fréquence dans la tranche d’age [55-65[soit 30%
avec un sexe ratio (F/H) de 1. La localisation choroidienne était majoritaire avec 93%. Dans

notre série 40% des MU sont a cellules mixtes.
-Laclassification de callender modifiée a des inconvénients :
controverse persistante sur le nombre de cellules épithél oides nécessaire pour que
latumeur soit considérée comme mixte.
Résultat est difficilement reproductible méme parmi des pathol ogistes expérimentés .
-Devant une nécrose extensive la classification de callender est difficile a appliqué.

-Les mélanomes totalement nécrotiques ont le méme pronostic que les mélanomes a cellules

mixtes.



-L’étude immunohistochimique utilisant les marqueurs de différentiation (Melan A, HMB45
et /ou pS100) ont permis de confirmer le diagnostic de mélanome . L’étude du marqueur de
prolifération Ki67, a montré que 90% des mélanomes uvéaux avaient un indice de

prolifération éleve.

-Des mutations dans le gene codant pour la sous unité a de la proteine G (GNAQ) ont été

décrites dans prés delamoitié des MU.

-Cette découverte pourrait mener a la découverte de nouvelles cible thérapeutique pour le

mélanome uvéal dans le future
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Annexe 1: Etude histologique (étapes pré— analytique)

Figurel: lesdifférentes formes des moules.

Fiaure?2 : une étuve Figure 3: les paniers des lames dans I’étuve



Annexe 2 : Etude | mmunohistochimique.

Figure4 : lachambre humide

Figure 5 : une micropipette
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Figure 6 : hematoxyline de Mayer Figure7:laDAB



Annexe 3 : Paramétr es Epidémiologiques.

N° N° fiche | Age | Sexe Service | Diagnostique et Histologie
1 9379/05 72 H ophtaimo | Mélanome de la choroide acellulesfusiforme
2 10461/05 | 40 F Mélanome de la choroide a cellules fusiforme
3 95/06 59 F ophtaimo | Mélanome de la choroide malin a cellules fusiforme
4 8258/06 71 F ophtalmo | Mélanome de la choroide a cellules fusiforme
5 7822/06 59 F ophtaimo | Mélanome de la choroide a cellules fusiforme
6 1738/08 45 F Mélanome de la choroide a cellules fusiforme
7 8519/09 67 F maxillo | Mé@anome de la choroide de type mixte
8 4917/09 56 F Mélanome de la choroide de type fusiforme
9 8521/09 40 F ophtaimo | Mélanome de la choroide a cellules fusiforme
10 13289/10 | 60 F ophtaimo | Méanomeiridociliaire de type epithéloide
11 4133/11 48 F ophtalmo | Mélanome de |a choroide de type mixte
12 5515/11 70 F Mélanome de la choroide a cellules épithél oides
13 7347/11 39 F ophtaimo | Mélanome de la choroide a cellules fusiforme
14 3125/11 49 F ophtalmo | Mélanome de |a choroide de type mixte
15 12544/11 | 45 F Méanome de la choroide de type mixte
16 845/11 37 F ophtalmo | Mélanome de la choroide a cellules mixte
17 941/11 80 F Meélanome de la choroide acellulesfusiforme
18 9854 /11 57 F ophtamo | Mélanome de la choroide a cellules mixte
19 1391/12 67 F ophtalmo | Mélanome choroidciliaire a cellules mixte
20 16947/ 12 | 36 F ophtaimo | Mélanome de la choroide de type mixte
21 2400/12 45 F ophtaimo | Mélanome de la choroide acellule fusiforme
22 5925/12 43 F ophtaimo | Mélanome choroidien acellules mixte
23 10309/12 50 F ophtaimo | Méanome choroidien acelulesfusiforme
24 8730/12 73 F ophtaimo | Mélanome choroidien mixte
25 10310/12 71 F ophtalmo | Mélanome choroidien mixte
26 10454/12 71 F ophtaimo | Mélanome choroidien fusiforme
27 13468/12 36 F ophtaimo | Mélanome choroidien de type mixte
28 14323/13 | 55 F ophtalmo | Mélanome choroidien de type mixte
29 5468/13 44 F ophtalmo | Mélanome de la choroide de type mixte
30 4758/13 68 F ophtalmo | Mélanome de |a choroide de type mixte
31 9033/13 58 F ophtaimo | Mélanome de la choroide a cellules mixtes
32 10894/13 | 51 F ophtaimo | Mélanome choroidien a cellules epithéloide
33 9761/13 70 F ophtalmo | mélanome choroidien acellulesfusiforme
34 2218/13 64 F ophtalmo | Mélanome choroidien a prédominance fusiforme
35 4379/14 64 F ophtalmo | Mélanome de la choroide a cellules mixte
36 15794/14 | 48 F maxillo | Méanome de la choroide de type mixte
37 18427/14 | 63 F ophtaimo | Mélanome choroidciliaire a cellules fusiforme
38 19625/14 | 62 F ophtaimo | Mélanome choroidien a prédominance épithél oide
39 8087/15 48 F ophtaimo | Mélanome de la choroide
40 9913/15 62 F ophtalmo | Mélanome choroidien & prédominance épithéoide




Annexe 4 : M acroscopie

N° N°fiche | Age |[Sexe| Tailledu globe | Taille delatumeur | Taille du nerf optique Siege

1 9379/05 72 H 2.5cm Globe oculaire

2 10461/05 40 F Globe oculaire

3 95/06 59 H 3x2.7 0.7cm 7 mm Globe oculaire

4 7822/06 59 H 25 mm 8X10 mm Globe oculaire

5 8258/06 71 H 22 cm 10x5 mm Globe oculaire

6 1738/08 45 F 28 mm 3mm 3mm Globe oculaire

7 8519/09 67 H 2,5¢cm 1cm Piece d'énucléation
Enucléation de I'eil

8 8521/09 40 H 25cm 0,5cm droite

9 4917/09 56 F 25mm (20x5mm) 5mm Globe oculaire

10 | 13289/10 60 F 2X1,5cm lcm 0,5cm il gauche

11 4133/11 48 H 2.5cm 1.8cm 02mm Globe oculaire

12 5515/11 70 F 27mm 4mm Globe oculaire

13 7347/11 39 H (2.2x1.9cm) (0.8x1cm) Globe oculaire

14 3125/11 49 H 2.7cm (3x0.5cm) sans nerf optiqgue | Enucléation de I'eeil droit

15 | 12544/11 45 F 27/mm 17mm 3mm Enucléation d'ceil gauche

16 9854 /11 57 H 3X2cm 0,8cm Enucléation de I'eeil droit

17 94111 80 H 25mm (10x7mm) 1mm Globe oculaire

18 845/11 37 H 25cm 1,5X1,2cm 02 mm Globe oculaire

19 5925/12 43 F 25 mm 19mm 9mm Globe oculaire

20 | 16947/ 12 36 F 27 mm 1X0,6.cm globe oculaire

21 2400/12 45 F 25cm 1lcm 05 mm Globe oculaire

22 1391/12 67 F 25cm 03 mm Globe oculaire

23 10309/12 50 H 3X2,5x2cm Globe oculaire

24 8730/12 73 H 35cm 1,8cm 05 mm Globe oculaire

25 10310/12 71 F 3X2, 5x2 cm 2X1lcm 9mm Globe oculaire

26 10454/12 71 F 02cm lcm 0,5cm Globe oculaire

27 13468/12 36 F 25cm 21X 1cm 1,5cm Globe oculaire

28 14323/13 55 H 2,5¢cm 1cm 3mm Globe oculaire

29 5468/13 44 F 2,5¢cm 2X1,2cm 20 mm Globe oculaire
Enucléation de I'ceil

30 4758/13 68 F 2,5cm (1,5 x1cm) 3mm droite

31 2218/13 64 F ceil + tumeur

32 9033/13 58 H 27 mm 1X0, 6 cm Globe oculaire

33 9761/13 70 H 3,5cm 1,3X1cm 0,7cm énucléation

34 | 10894/13 51 F 2cm 18X10 mm (ceil gauche)

35 4379/14 64 H 27cm Globe oculaire

36 18427/14 63 H 3X2X2cm 2X1, 5cm 5mm Globe oculaire

37 | 15794/14 48 F (5X3X4) cm (2X0.7) cm Globe oculaire

38 19625/14 62 F 2,5cm 4mm 1,5X1 Globe oculaire

39 8087/15 48 F 25cm 3mm 2X1cm Globe oculaire

40 9913/15 62 H 03cm 12mm 7mm énucléation




Annexe5 : Microscopie.

N® N° fiche | Age| Sexe| Sclére | Choroide| Iris | Corps ciliaire | Nerf Optique | Rétine| Chambre antérieure
1 | 9379/05 | 72| H - + - - - + -
2 | 1046105 | 40 | F - + - + + -
3 95/06 5 | H - + - - - - -
4 | 7822/06 | 59 | H + + - - - - -
5 | 8258/06 | 71 | H + + - - - - -
6 | 1738/08 | 45| F + + - - - - -
7 | 8519/09 | 67 | H + + - - - - -
8 | 8521/09 | 40 | H + + - + - - -
9 | 4917/09 | 56 | F - + - - - - -
10 | 13289/10 | 60 | F - - + + - - -
11 | 4133/11 |48 | H + + - - - - -
12 | 5515/11 | 70 | F + + - - - - -
13 | 7347/11 | 39 | H + + - - - - -
14 | 94111 |8 | H + + - - - + -
15 | 12544/11 | 45 | F + + - - - - -
16 | 84511 | 37| H - + - - - + -
17 | 9854/11 | 57 | H + + - - + - -
18 | 3125/11 | 49 | H + + - - - - -
19 | 139112 | 67 | F - + - + + + -
20 | 16947/12 | 36 | F + + - - + - -
21 | 5925/12 | 43 | F + + - - - - -
22 | 2400/12 | 45| F + + - - - - -
23 | 10309/12 | 50 | H - + - - - - -
24 | 8730/12 | 73 | H + + - - + - -
25 | 10310/12 | 71 | F - + - - - - -
26 | 10454/12 | 71 | F - + - - - + .
27 | 13468/12 | 36 | F - + - + - - +
28 | 9761/14 | 70 | H - + - + - + -
29 | 5468/13 |44 | F - + - - - + -
30 | 4758/13 | 68 | F + + - - - + -
31| 2218/13 | 64| F + + - - - - -
32 | 14323/13 | 55 | H - + - - - + -
33 | 9033/13 | 58 | H + + - - - - -
34| 10894/13 | 51 | F + + - - - - -
35| 4379/15 |64 | H - + - - - + -
36 | 15794/14 | 48 | F + + - - - - -
37 | 18427/14 | 63 | H - + - + - + -
38 | 19625/14 | 62 | F + + - - - + +
39 [ 8087/15 | 48| F - + - - - - -
40 | 9913/25 | 62 | H - - - - + -




Annexe6 : typescellulaires.

N° N° fiche Sexe | Age | Cellulesfusiformes | Cellules mixte Cellules épithéloides
1 9379/05 H 72 +
2 10461/05 F 40 +
3 95/06 H 59 +
4 7822/06 H 59 +
5 8258/06 H 71 +
6 1738/08 F 45 +
7 8519/09 H 67 +
8 8521/09 H 40 +
9 4917/09 F 56 +
10 13289/10 F 60 +
11 4133/11 H 438 +
12 5515/11 F 70 +
13 7347/11 H 39 +
14 845/11 H 37 +
15 12544/11 F 45 +
16 3125/11 H 49 +
17 9854 /11 H 57 +
18 941/11 H 80 +
19 1391/12 F 67
20 16947/ 12 F 36 +
21 5925/12 F 43 +
22 2400/12 F 45 +
23 10309/12 H 50 +
24 8730/12 H 73 +
25 10310/12 F 71 +
26 10454/12 F 71 +
27 13468/12 F 36 +
28 14323/13 H 55 +
29 5468/13 F 44 +
30 4758/13 F 68 +
31 9033/13 H 58 +
32 2218/13 F 64 +
33 9761/13 H 70 +
34 10894/13 F 51 +
35 4379/14 H 64 +
36 18427/14 H 63 +
37 15794/14 F 48 +
38 19625/14 F 62 +
39 8087/15 F 48
40 9913/15 H 62 +




Annexe 7 : Degré de pigmentation, nécrose et vascularisation.

pigmentation

N° N° fiche | sexe | é&ge Peu Bien fortement pigmenté | Nécrose vascularisation

pigmenté | pigmenté
1 9379/05 H 72 + - -
2 10461/05 F 40 + + -
3 95/06 H 59 + - e+t
4 7822/06 | H 59 + ; ;
5 8258/06 H 71 + - +
6 1738/08 F 45 + - -
7 4917/09 F 56 + - ++
8 8519/09 H 67 + +4++ -
9 8521/09 H 40 + - -
10 13289/10 F 60 + - n
11 941/11 H 80 + - -
12 5515/11 F 70 + 3 o
13 7347/11 H 39 + - -
14 3125/11 H 49 + - -
15 4133/11 H 48 + - -+
16 12544/11 F 45 + - -
17 9854 /11 H 57 + - +
18 845/11 H 37 + + -
19 5925/12 F 43 + - +
20 16947/12 | F 36 + -
21 2400112 | F 45 + - 5
22 | 139U12 | F 67 + - ;
23 10309/12 | H 50 + - -
24 873012 | H 73 + . +
25 10310/12 F 71 + - -
26 10454/12 F 71 + - -
27 13468/12 F 36 + - -
28 14323/13 | H 55 + - —+
29 5468/13 F 44 + - -
30 2218/13 F 64 + - FH+++
31 9761/13 H 70 + - -
32 4758/13 F 68 + ) s
33 9033/13 H 58 + +H+++ +++++
34 10894/13 F 51 + - t
35 4379/14 H 64 + - +
36 18427/14 H 63 + - -
37 15794/14 F 48 + + +
38 19625/14 F 62 + - —+
39 8087/15 F 48
40 |9913/15 |H 62 + e




Annexe 8 : Classification TNM/AJCC

Mélanome de la choroide et de corps ciliaire

PTX Impossible d’évalue la tumeur primitive

PTO | Absence de tumeur primitive

PT1 Taille tumorale de catégorie 1

PTla | Sansinvasion de corpsciliaire et extension extraoculaire

PT1b | Avecinvasion du corpsciliaire

PT1c | Sansinvasion de corps ciliaire mais avec extension extra oculaire < 5mm de diametre
PT1d | Avecinvasion de corps ciliaire et extension extra oculaire <5mm de diamétre

PT2 Taille tumoral de catégorie 2

PT2a | Sansinvasion de corpsciliaire et extension extra oculaire

PT2b | Avecinvasion decorpsciliaire

PT2c | Sansinvasion de corps ciliaire mais avec extension extra oculaire < 5mm de diametre
PT2d | Avecinvasion de corps ciliaire et extension extraoculaire < 5mm de diamétre

PT3 Taille tumoral de catégorie 3

PT3a | Sansinvasion de corpsciliaire et extension extra oculaire

PT3b | Avecinvasion de corpsciliaire

PT3c | Sansinvasion de corps ciliaire mais avec extension extra oculaire <5mm de diametre
PT3d | Avecinvasion de corpsciliaire et extension extra oculaire < 5mm de diamétre




Annexe 9 : Classification TNM/AJCC

Mélanome de I’iris, 7 e édition classification 2009

pTX Impossible d’évaluer la tumeur primitive

PTO Absence de latumeur primitive

PT1 Mélanome limité a I’iris

PTla | surface< 3 heures

PT1b | Surface> 3heures

PT1c | Avec glaucome mélanocytique

PT2 Mélanome confluent s’Etendant dans le corps ciliaire, la choroide ou les 2
PT2a | Avec glaucome secondaire

PT3 Mélanome confluent s’étendant dans le corps ciliaire, la choroide ou les 2, avec extension sclérale
PT2a | Avec glaucome secondaire

PT4 Mélanome avec extension extra -sclérae

PT4a | <5mm de diamétre

PT4b | >5 mm de diamétre

pPNX Statut ganglionnaire non évaluable

PNO Absence de métastase ganglionnaire

PN1 M étastase ganglionnaire régionae

PMO Absence de métastase a distance

PM1 M étastase a distance
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