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Résumé

Le neuroblastome est un cancer pédiatrique de systéme nerveux sympathique, le plus fréquent
chez les enfants de moins de 15 ans avec une prédominance dans la médullosurrénale et
représente environ 15% de tous les déces en oncologie pédiatrique. Il est issu des neuroblastes
qui sont dérivés des cellules de la créte neurale formant au cours du développement
embryonnaire pendant le processus de neurulation. L’International Neuroblastoma Pathologie
Classification détermine 4 groupes histologiques des neuroblastomes; Neuroblastome,

Ganglioneuroblastome, Ganglioneurome, Ganglioneuroblastome nodulaire.

L’amplification et la surexpression de proto oncogéne MYCN est un facteur pronostic
défavorable pour le neurobalastome. Le géne NMYC est localisé sur le bras court du
chromosome 2 ; il est impliqué dans la prolifération, la croissance cellulaire et la synthese
protéique. La connaissance de la nature et de la fonction du microenvironnement tumoral dans
une tumeur devient essentielle, le paysage TME dans les NB suggére également des différences

significatives entre les tumeurs amplifiées par MYCN et les tumeurs non amplifiées.

Nous avons réalis¢é une étude rétrospective par [’utilisation des techniques

d’anatomopathologie et I’Hybridation Chromogénique In Situ (CISH).

Les résultats statistiques sur 20 patients montrent une prédominance dans les enfants de moins
de 1 an, dans les filles que les garcons, la zone abdominale et les patients hautement amplifiées

par NMYC sont plus dominant.

Les résultats d’histologie sur 01 patient montre une tumeur peu différencie composé par des
noyaux bleus arrondies avec formation de neuropile et des zones nécrosés, et celles qui sont
obtenus par CISH sur 02 patients montrent une coupe hautement amplifiée NMYC et d’autre

faiblement amplifiée.

Mots clés : Neuroblastome, NMYC, Hybridation, Amplification, Neuroblastes.



Abstract

Neuroblastoma is a pediatric sympathetic nervous system cancer, most common in children
under 15 years of age with predominance in the adrenal medulla and accounts for
approximately 15% of all pediatric oncology deaths. It arises from neuroblasts which are
derived from neural crest cells forming during embryonic development during the process of
neurulation. The International Neuroblastoma Pathology Classification identifies 4
histological groups of neuroblastomas;  Neuroblastoma,  Ganglioneuroblastoma,

Ganglioneuroma, Nodular Ganglioneuroblastoma.

The amplification and overexpression of the proto oncogene MYCN is an unfavorable
prognostic factor for neurobalastoma. The NMYC gene is located on the short arm of
chromosome 2; it is involved in proliferation, cell growth and protein synthesis. Knowledge of
the nature and function of the tumor microenvironment in a tumor becomes essential, the
TME landscape in NB also suggests significant differences between tumors amplified by

MYCN and unamplified tumors.

We performed a retrospective study using pathology techniques and Chromogenic In Situ
Hybridization (CISH).

The statistical results on 20 patients show a predominance in children under 1 year, in girls

than boys, the abdominal area and patients highly amplified by NMYC are more dominant.

The histology results on 01 patient show a poorly differentiated tumor composed by rounded
blue nuclei with neuropil formation and necrotic areas, and those obtained by CISH on 02

patients show a highly amplified NMY C section and other weakly amplified .

Key words: Neuroblastoma, NMYC, Hybridization, Amplification, Neuroblasts.
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Abréviation

Kinase du lymphome anaplasique

Boit myc

Bone morphogenetic protein

Cellules de créte ceurale
Chromodomain-helicase DNA Binding Protein 5
Cellular-MYC

Epithelial mesenchymal transition
Epidimial Growth Factor

Fibroblaste growth factor

Homovanilic acide

Homogeneus Staining Region

Hypoxie Induced Factor 1

International Neuroblastoma Staging System
International Neuroblastoma Pathologie Classification
Imagerie par Résonance Magnétique
Insulin Growth Factor 1
Heterodimaimerization Kinesin-2

Lactate Dehydrogenase
Neuroblastome-myc

Myc Associated Factor X

Scintigraphie a Métaiodobenzyl Guanidine
Neuroblastome

NMYC Amplifiées

NMYC Non Amplifie
Tumeur Neuroblastique Péripheriques
Tumour Protein 53 KDa

Plaquetel Drived Growth Factor

Recepteur Tyrosine Kinase

Systeme nerveux peripherique

a-Smooth Muscle Actin

Tumour microenvironment

Vascular Endothelial Growth Factor A



Glossaire

Fibroblastes associés au cancer (CAF) : Est le type de cellule le plus
courant dans le tissu conjonctif, ils jouent un réle central dans un processus
complexe d'interaction entre les tumeurs et le stroma et favorisent la
croissance tumorale.

Ganglioneuroblastome : Un type rare de tumeur neuroectodermique
primitive.

Ganglioneurome : Une tumeur neurogéne bénigne de l'enfant et de I'adulte
jeune.

Ganglioneuroblastome : Une variante du neuroblastome entouré par des
cellules ganglionnaires.

MYCN : Un proto-oncogéne situe sur chromosome 2, et connue comme un
facteur de transcription.

Neuroblastome : Un cancer qui prend naissance dans les cellules nerveuses
(neuroblastes) immatures du systéme nerveux sympathique.

Progénitrice : Cellule issue d'une cellule souche multipotente, qui ne
présente pas encore de signe de différenciation mais qui, apres trois ou
quatre divisions, donne naissance a une ou plusieurs lignées cellulaires.

Stroma : synonyme de milieu extracellulaire, et un tissu non cancéreux
présent dans tous les types de cancers invasifs (sauf leucémie).
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Introduction

Le neuroblastome est une tumeur embryonnaire dérivée des cellules primitives du systeme
nerveux sympathique, la plus fréquente et la plus mortelle chez les nourrissons et les enfants de
moins de 15 ans (Brodeur et al, 2003), La majorité de ces tumeurs se développent dans la
médullaire surrénalienne, tandis que les autres se développent dans les ganglions sympathiques
paraspinaux du cou, de la poitrine, de I'abdomen ou du pelvis ou du basin (Maris et al, 2010). Le
neuroblastome est généralement sporadique mais des cas familiaux avec une prévalence
d’environ 1 a 2 % sont également signalés (Malis et al, 2013), Deux génes ont été proposes
comme prédisposant au neuroblastome, le géne régulateur de la neurogenése PHOX2B (Trochet

et al, 2013) et le gene ALK récepteur orphelin a activité tyrosine kinase (Mossé et al, 2008).

Les tumeurs neuroblastiques proviennent de précurseurs du systeme nerveux sympathique
issus de la créte neurale et sont trés héterogenes sur le plan clinique et biologique (Maris et al,
2007), Par conséquent, I’INPC reconnait 4 catégories de tumeurs neuroblastiques périphériques ;
neuroblastome,  ganglioneuroblastome  nodulaire,  ganglioneuroblastome  mélangé et

ganglioneurome (Peuchmaur et al, 2004).

L'amplification et la surexpression du proto-oncogéne MYCN se produit dans environ 20 %
des neuroblastomes et sont associées a un stade avancé de la maladie (Deyell et al, 2011) a une
progression rapide de la tumeur et a un mauvais pronostic. MYCN code pour le régulateur
transcriptionnel N-myec, qui s'est avéré réguler a la fois vers le haut et vers le bas de nombreux
genes cibles impliqués dans le cycle cellulaire, les dommages a I'ADN, la différenciation et

I'apoptose dans le neuroblastome (Buckley et al, 2010).

L'amplification de I'oncogene MYCN peut affecter la nature et la fonction de la TME dans les
tumeurs NB et que les vésicules extracellulaires (VE) représentent un mécanisme de
communication entre les cellules tumorales et les cellules non malignes dans la TME (Blavier et
al, 2020), Les protéines MYCN ciblent les voies prolifératives et apoptotiques vitales pour la
progression du cancer. L'amplification du géne MYCN est apparue comme l'un des indicateurs

les plus clairs d'un neuroblastome (Gustafson et al, 2010).
Alors quel est le role d’amplification de ’'oncogene NMYC dans les tumeurs neuroblastiques ?

L’objectif de notre travail est d’étudier 1’aspect anatomo-pathologique et 1’amplification de
I’oncogene NMYC dans les neuroblastomes, ainsi que maitriser la technique chromogénique in

situ (CISH) et des technique d’histologie a travers une étude rétrospective.

Page | 1
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Chapitre | Tumeur neuroblastique

I. Tumeur neuroblastique

I.1. Généralités

Le neuroblastome (NB) est la tumeur solide extra-cranienne la plus fréquente chez I'enfant.
Les NB proviennent a partir des cellules immatures du systeme nerveux sympathique, les
appelés neuroblastes (Schwab et al., 2003). La grande majorité des tumeurs sont sporadiques,
bien que certains cas familiaux soient décrits. La plupart des tumeurs se trouvent dans
I'abdomen, souvent dans la médullaire surrénale, ou ailleurs dans le corps humain ou les
composants du systeme nerveux sympathique sont présents. Les NB appartiennent au sous-
groupe des petites tumeurs a cellules bleues rondes (Brodeur et al., 2003).

1.2. Epidémiologie

Les neuroblastomes représentent environ 10% des tumeurs solides de I’enfant de moins de
15 ans, c’est le troisiéme cancer infantile le plus fréquent, aprés les leucémies et les tumeurs
cérébrales. Plus de 600 cas sont diagnostiqués aux Etat-Unis chaque année (Goodman et al.,
1999), et représente 0.38% des tumeurs solides de 1’enfant de moins de 15 ans, en Algérie

d’apres le service médicale d’ Alger.

La plupart des NB (90 %) sont diagnostiqués avant lI'dge de 5 ans et I'dge médian de
survenue est d'environ 22 mois, le taux d'incidence du neuroblastome est de 1,2 cas pour 100
000 et représente environ 15 % de tous les décés en oncologie pédiatrique (Schwab et al.,
2003).

Les taux de survie a cing ans sont variables, les cas a risque faible (LR) ou intermédiaire
(IR) ayant des taux de survie supérieurs a 90 % et les cas a haute risque HR des taux de survie
de 40 a 50 % seulement. Le neuroblastome a HR est présent dans environ 40 % des cas et est
associé a une chimiorésistance et a une rechute tumorale (Matthay et al., 1999 ; Cheung et al.,
2001).

Page | 2
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Figure 1 : Localisation des neuroblastomes (Munier et al ; 2012)
1.3. Origine des neuroblastomes

Le neuroblastome est issu des neuroblastes qui sont des cellules embryonnaires participant
a la formation des glandes surrénales et du systeme nerveux périphérique (SNP). Les
neuroblastes sont dérivés des cellules de la créte neurale qui se forment au cours du

développement embryonnaire pendant le processus de neurulation (Betancur et al., 2010).

La partie dorsale de I’ectoderme forme la plaque neurale qui, par invagination, permet
ensuite la mise en place du tube neural (Betancur et al., 2010); Grace a une transition
épithéliale-mésenchymateuse, les cellules de la créte neurale (CCN) sont capables de se
délaminer et de migrer de leur emplacement initial vers de nombreux sites distants dans
I'embryon; on peut distinguer quatre grands types fonctionnels de NCC : cranien, cardiaque,
du tronc ainsi que vagal et sacré (Bronner et al., 2016). Les NCC de la partie tronc migrent
ventrolatéralement vers I'aorte dorsale. Les cellules qui restent a cet endroit se différencient en
cellules progénitrices sympathiques en réponse a des facteurs extrinséques et intrinséques. Ces
cellules progénitrices vont générer les cellules des ganglions sympathiques et de la glande
surrénale, a partir desquelles se développent les tumeurs de type neuroblastome (Furlan et al.,
2017).

La maturation, la migration, la spécification et la différenciation des cellules de la créte
neurale sont des processus étroitement contrdlés guidés par des réseaux de régulation génique,

constitués de divers facteurs de transcription. Ces facteurs de transcription sont activés
Page | 3



Chapitre | Tumeur neuroblastique

séquentiellement par des facteurs externes tels que les BMP, Wnt et FGF (Tomolonis et al,
2018).
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Figure 2 : Les crétes neurales (Simoes et al., 2015 ; Knecht et al., 2002)

(A) Embryologie des cellules des crétes neurales (CCN). Les CCN (en vert) sont originaires des
bordures de la plaque neurale (un épaississement du neurectoderme, en bleu), qui, lorsqu’elles se
replient au cours de la neurulation, forment des « crétes » entourant la gouttiere neurale. Aprés
I’invagination du neurectoderme, les cellules de la partie dorsale du tube neural se détachent

(délamination) et commencent a migrer : ce sont les CCN (Simoes et al., 2015).

(B) Les différents domaines de la créte neurale (CN) ainsi que leurs principaux dérivés

(Knecht et al., 2002).
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Chapitre | Tumeur neuroblastique

1.4. Cancérogenese

Lors du développement du systéme nerveux périphérique (SNP) le gene N-MYC agit comme
un facteur de cellules souches cancéreuses dans la créte neurale en développement et favorise la
tumorigenése dans le neuroblastome. Il a été observé qu’un taux d’expression €levé de N-MYC
induisait la prolifération, la migration et I’activation du cycle cellulaire des neuroblastes tandis
qu’une faible expression était associée a une différenciation terminale en neurone (Groves et al,

2014).

Neural crest Neural Plate Border

Non-Neural Ectoderm
Neural crest cells

Neural tube

Notochord

Progenitor Differentiating Autonomic™

Ectoderm Cell Cell Neural Cell
@ — @O
N MY(
C-MYC
Cancer MYCN Amplification
Stem Cell e 7
Neural Crest Cells o@ Wt i s =l

P

C-MYC
Pluripotent
Embryonic
Stem Cell

Figure 3 : Role de NMYC dans la cancérogenése (Groves et al,. 2014)

C-Myc est le principal régulateur des cellules pluripotentes du développement embryonnaire
précoce, MycN est fortement exprimé dans les cellules multipotentes de la créte neurale
migratoire et post-migratoire. Lors de la différenciation, L'expression de MYCN est régulée a la
baisse et les cellules précurseurs sympathosurrénales ou les cellules progénitrices se transforment
en différents types cellulaires de la lignée cellulaire neuronale autonome, tels que les cellules
ganglionnaires sympathiques, les cellules chromaffines de la médullosurrénale ou les cellules du

systéme nerveux périphérique.
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L'expression aberrante de MYCN induit un phénotype unique de type cellule souche
cancéreuse en permettant un auto-renouvellement infini, une résistance apoptotique et via une
reprogrammation métabolique caractérisée par une glycolyse accrue associée a une
phosphorylation oxydative active. Le neuroblastome en formation est constitué des populations

cellulaires hétérogénes (Groves et al., 2014).
1.5. Classification histopathologique

L’INPC a mis en place D’International Neuroblastoma Pathologie Classification,
classification histologique des tumeurs neuroblastiques périphériques pNTs détermine 4
groupes histologiques distincts en fonction principalement de la maturation des neuroblastes

et de la densité du stroma Schwannien : (Shimada et al., 1999 ; Peuchmaur et al., 2004)

1. Neuroblastome (Stroma schwannien pauvre)-NB : Les tumeurs de cette catégorie
comprennent trois sous-types : indifférenciés, peu différenciés et differenciés. Les NB sont
caractérises par le schéema de croissance typique des cellules neuroblastiques, Ila
prolifération/développement des cellules de Schwann est nulle ou limitée (<50% du tissu

tumoral).

2. Ganglioneuroblastome (Schwannian stroma-rich)-GNB-1 : 1l s'agit d'une forme de
transition entre le neuroblastome et le ganglioneuroblastome. Les tumeurs de ce
ganglioneuroblastome contiennent des nids microscopiques. Ces nids sont composés d'un
mélange de cellules neuroblastiques a différents stades de différenciation. Les nids sont
mélangés ou distribués de facon aléatoire dans le tissu ganglionnaire. Le stroma de schwann
contenant des cellules ganglionnaires incorporées individuellement. Par définition, plus de 50
% du tissu tumoral doit avoir un aspect ganglioneuromateux avec une prolifération/un

développement schwannien (stroma riche schwannien).

3. Ganglioneurome (Stroma Schwannien-dominant)-GN : Les tumeurs de cette catégorie
sont caractérisées par la présence de cellules ganglionnaires distribuées individuellement dans
le stroma schwannien. Deux sous-types, en voie de maturation et mature, sont inclus dans
cette catégorie. Le sous-type premier contient a la fois des cellules ganglionnaires matures et
en voie de maturation, tandis que le sous-type mature ne contient que des cellules

ganglionnaires matures recouvertes de cellules satellites.

4. Ganglioneuroblastome nodulaire (Composite, stroma riche/stroma dominant de Schwann et

stroma pauvre) -GNB-N : Le terme "composite™ implique que la tumeur de cette catégorie est
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composée de plusieurs éléments histologiques biologiquement différents (clones). Les tumeurs
se caractérisent par la présence d'éléments macroscopiques visibles, souvent hémorragique et/ou
necrotique (Bernardi et al., 2008 ; Okamatsu et al., 2009).

A MATURATION
fog ’fé Cellules de‘S}hwonn
€ DIFFE
g‘qo\e D Re”c,‘ 7, \\)

Neuroblastes

Figure 4 : Classification histologique des tumeurs neuroblastiques (Douc et al., 2004)
1.6. Diagnostic

Il s’agit de ’examen clinique pendant lequel le médecin va observer, écouter et palper
I’enfant pour repérer une éventuelle masse ou des symptomes spécifiques provoqués par la
présence d’un neuroblastome : hématomes, points douloureux, foie trop gros, présence de

ganglions, distension abdominale. Cet examen permet d’orienter le reste du bilan.

L’échographie anténatale de routine permet parfois de détecter un neuroblastome. L’enfant
qui présente des symptémes abdominaux ou une masse abdominale doit subir une échographie
ou une TDM ou une IRM. Le diagnostic du neuroblastome est alors confirmé par la biopsie de
la masse identifiée (Stark et al., 1983).

On fait une analyse d’urine pour savoir si celle-ci renferme certaines substances chimiques.
Certaines cellules du neuroblastome peuvent produit des substances appelées catécholamines.
Lorsqu’elles se décomposent, les catécholamines forment des acides appelés acide

aomovanillique (HVA) et acide vanilmandéliqgue (VMA). Si la concentration de ces acides
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dans I'urine est plus ¢élevée que la normal, cela peut indiquer la présence d’un neuroblastome

(Strenger et al., 2007).

Lors d’une analyse biochimique sanguine, on mesure le taux de certaines substances
chimiques dans le sang. Tell que, la ferritine peut libérée par les cellules du neuroblastome.
Les enfants qui ont des taux de ferritine €levée ont tendances a avoir un pronostic plus
sombre, le taux de lactate déshydrogénase (LHD) peut étre représentatif de la quantité de

cancer dans le corps de I’enfant et la vitesse de croissance de tumeur (Silber et al., 1991).

Lors d’une biopsie, le médecin préleve des tissus ou des cellules du corps afin qu’ils soient
analysés en laboratoire. La technique histologique, I’immunohistochimie (IHS) et
I’hybridation in situ sont utilisée pour maitre en evidence et identifié les cellules tumorales et

la présence ou I’absence d’amplification de N-Myc (Campagna et al., 2018).

Scintigraphie a la metaiodobenzylguanidine (mIBG) est un marquer a l'iode radioactif.
Cette scintigraphie révéle une fixation aussi bien sur la tumeur primitive que sur les

métastases osseuses (Sharp et al., 2011).

Figure 5 : Scintigraphie a la métaiodobenzylguanidine (mIBG) (Maris et al., 2007)

1.7. Facteurs genéetiques héréditaires

Plusieurs observations confirment que I’hypothése d’influence de facteurs génétiques
héréditaires sur 1’étiologie de neuroblastome tell que, les mutations de gain de fonction dans le

domaine tyrosine kinase du gene ALK (Mossé et al., 2008 ; Janoueix-Lerosey et al., 2008)
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Deuxiémement, Les troubles du développement liés a la créte neurale associés a un risque
accru de développer un neuroblastome ont été associés a des mutations inactivatrices dans le
géne PHOX2B, un régulateur majeur du développement de la créte neurale, identifié comme
la premiere mutation de prédisposition au neuroblastome (Trochet et al., 2005).

De plus, de rares cas de caryotypes constitutionnels aberrants ont été décrits chez des
patients atteints de neuroblastome, y compris des anomalies constitutionnelles du nombre de
copies, des translocations équilibrées et déséquilibrées et des délétions chromosomiques
specifiques, y compris des délétions du chromosome 1p (Vandepoele et al., 2008).

1.8. Facteurs de risque de neuroblastome

Nombreuse études ont confirmé I’influence des facteurs environnementaux sur 1’étiologie
de neuroblastome, telle que 1’age, grossesse, la consommation de médicament durant la

grossesse et le mode de vie.

Tableau | : Facteurs de risque

Facteurs Caractéristiques

Age - Facteur clinique pronostique.
- Les nourrissant ayant un pronostic meilleur que les enfants.

- Les antécedents maternels de fausse couche antérieure
(Hamrick et al., 2001 ; Buck et al., 2001)
- L’augmentation du risque avec une naissance trés prématurée

et l’accouchement prématuré peut augmenter le risque
(Hamrick et al., 2001).

Grossesse

- Consommation des hormones sexuelles 3 mois avant ou
pendant la grossesse (Olshan et al., 1999)

- Utilisation des médicaments neuronal actifs, telle que
amphétamines, antidépresseur, relaxants musculaires (Kramer
et al., 1987).

- L’utilisation maternelle des multivitamines pendant la
grossesse (Olshan et al., 2002).

Consommation des

médicaments

- Consommation de [I’alcool pendant la grossesse
Mode de vie quotidiennement était associée a un risque neuf et six fois plus
élevé (Kramer et al., 1987).

- Il existe un risque accru de tabagisme chez la mere pendant
la grossesse (Olshan et al., 2000).
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Chapitre II Oncogene N-MYC

I1. L’oncogéne N-MYC

Le géne N-MYC fait partie de la famille des génes MYC, est un proto-oncogene, qui
comprend également deux autres membres chez ’'Homme : C-MYC et L-MYC (Adhikary et al.,
2005 ; Pelengaris et al., 2005). Ces trois genes codent pour des facteurs de transcription (Dang et
al., 2006).

L'expression dérégulée des membres de la famille MYC est associée au developpement
d'une grande partie des tumeurs humaines (Dang et al., 2012), Le N-MYC est surexprimé a la
fois dans les tumeurs du systeme nerveux (p. Ex., Neuroblastome, médullo-blastome (Davis et
al., 1999 ; Northcott et al., 2012); rétinoblastome (Lee et al., 1984) ; astrocytome (Garson et
al., 1985); et glioblastome multiforme (Bjerke et al., 2013 ; Swartling et al., 2012). Mais le
réle du N-MYC dans la biologie des tumeurs dans l'activation des propriétés semblables aux
cellules souches (par exemple, l'auto-renouvellement) (Kawagoe et al., 2007).

I1.1. Le géne N-MYC

Le gene N-myc est localisé sur le bras court du chromosome 2g24 (figure 6) (Van Roy et
al., 2009), Il est impliqué dans la prolifération et la croissance cellulaire et la synthese
protéique. Il code pour 2 protéines de 456 et 464 aa, via 2 sites d’initiation de la traduction
différents (van Noesel et al., 2004). Ces deux protéines N-Myc sont respectivement 58 et 64
kDa (Makela et al., 1989).

Figure 6 : Localisation des génes MYCN et ALK sur le chromosome 2 (Van Roy et al., 2009)
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11.2. Protéine N-MYC

N-MYC est une protéine bHLH-LZ qui se lie a I'ADN d'une maniére Spécifique avec une

protéine partenaire hétérodimérique, MAX (Wenzel et al., 1991).

11.2.1. Structure des protéines Myc

La structure des protéines Myc est généralement décomposée en deux grands
domaines. La partie N-terminale correspond au domaine de transactivation. Et, le domaine de
fixation a I’ADN est en C-terminal (Cowling et al., 2006) (Figure 6).

Sequence specific
Co=factor DHA-binding
Inferaction Dimerization
MEI MBI MBI MBIV I, L y

] mven

Figure 7 : Structure de protéine MYCN (Westermark et al., 2011)

Les protéines Myc présentent quatre motifs spécifiques : les Boites Myc (MB). Les
motifs MBI, MBII et MBIII sont dans la partie N-terminale. La derniére boite Myc, MBIV, se
retrouve dans la partie C-terminale. Les domaines MBI et MBII sont essentiels pour
I’induction de I’apoptose et I’inhibition de la différenciation (Evan et al., 1992; Freytag et al.,
1990). Le domaine MBIIlI est nécessaire pour la transformation tumorale induite par
Myc et sa délétion augmente les propriétés apoptotiques des protéines Myc (Herbst et al.,
2005). Enfin, MBIV intervient dans la fixation de Myc a ’ADN et sa délétion induit un
blocage des cellules en G2 (Cowling et al., 2006).

Les protéines Myc possédent également a I’extrémité C-terminale un superdomaine bHLH-
LZ composeé lui-méme de trois domaines : une région riche en acides aminés basiques (b), un

domaine helix-loop-helix (HLH) et un motif leucine zipper (LZ).

C’est le domaine bHLH-LZ qui permet la spécificité de fixation a I’ADN des protéines

Myc. C’est également grace a lui que les protéines Myc peuvent former des diméres. Les
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protéines Myc peuvent constituer des hétérodiméres avec d’autres protéines a motif HLH-

LZ dont la protéine Max (Myc Associated factor X) (Murre et al., 1989).
11.3. Expression et régulation des génes MYC

11.3.1. Développement embryonnaire

Généralement, L’expression de MYCN a été décrite comme voire ubiquitaire. Dans rdle, il
est exprimé dans de nombreux tissus [Tableau Il]. En analysant 1’état de prolifération des
cellules, I’expression de géne MYCN est spécifique au niveau des tissus mais aussi au
niveau des stades du développement (Zimmerman et al., 1986, Mugrauer et al., 1988 ;
Hirning et al., 1991).

Tableau I1: Expression de géne MYCN

Géne Age Tissu

Cerveau, rétine, cristallin (Zimmerman et al., 1986;Hirning et al.,
1991)

Poumon (Zimmerman et al., 1986; Mugrauer et al., 1988; Hirning
Embryon et al., 1991)

N-MYC Bourgeon dentaire (Hirning et al., 1991)

Rein, intestin (Zimmerman et al., 1986)

Follicule pileux, rein, foie (Mugrauer et al., 1988)

Ceeur (Mugrauer et al., 1988; Zimmerman et al., 1986)

Adulte Cceur (Zimmerman et al., 1986)

En outre, Haining et ses collaborateurs ont également prouvé que l'expression de N-MYC
est maintenue dans les étapes initiales de différenciation du cerveau, de la rétine, du cristallin
et de lintestin (Hirning et al., 1991). Par conséquent, l'expression de N-MYC sera une

caractéristique de la premiére étape de différenciation.

11.3.2. Chez I’adulte

Généralement, Les génes N-MYC ne sont pas exprimés chez 1’adulte a ’exception d’une
faible expression dans les cellules pré-B pour N-MYC (Zimmerman et al., 1986). La

dérégulation de I’expression des geénes MYC par augmentation de ’expression ou la
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levée de sa répression est presque toujours liée au processus tumoral. C’est notamment
le cas avec la surexpression de N-MYC dans Le neurone qui participe a la tumorigenése du
cancer du neuroblastome (Erisman et al., 1985).

11.4. Amplification de N-myc

L’amplification du géne N-myc a été mise en évidence en 1983 dans des lignées
cellulaires dérivant de neuroblastomes humains et dans une tumeur primaire. C’est un des
premiers exemples de marqueur génétique influencant une prise en charge thérapeutique. 11
s’agit d’une amplification sous forme de matériel génétique supplémentaire soit extra-
chromosomique circulaire, le “chromosome double-minute” (DM) soit intra-chromosomique

appelé HSR (Homogeneous Staining Region) (Schwab et al., 1983).

MYCN locus on
2p24.3

E ;
MYCN amplification MYCN amplification
by DMs ! | byHSR
p—

o~

il
~:~

P B | =
o ¢

Figure 8 : L’amplification de proto-oncogene MYCN (Dasilva., et al 2013)

MYCN est exprimé de maniére transitoire au cours du développement neuronal normal et
définit la direction de la différenciation neuronale. MYCN est fréquemment amplifié dans le
neuroblastome de stade avancé (Schwab et al., 1984), et la biologie du neuroblastome a haut
risque est influencée par la surexpression ultérieure de l'oncoprotéine MYCN (Mac et al.,
2000 ; Boon et al., 2001). L'expression du géne N-myc peut augmenter considérablement le

taux de métastase, On parle d’amplification quand on retrouve plus de 10 copies par génome
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haploide. Elle est corrélée au stade avancé de la maladie et est associée aux neuroblastomes
ayant un pronostic défavorable (Brodeur GM, et al., 1984).

11.5. MYCN et Fonction

Comme les autres protéines MYC, MYCN est un facteur de transcription qui contrdle
I'expression de nombreux génes cibles, qui a leur tour régulent les processus cellulaires
fondamentaux tels que la prolifération, la synthése des protéines de croissance cellulaire, le
métabolisme, l'apoptose et la différenciation (Eilers et al., 2008). La protéine se compose d'un
domaine d'activation de la transcription amino-terminal et d'un domaine d'interaction de
liaison a I'ADN et de pro-teine carboxy-terminal. Les protéines MYC se lient aux séquences

E-box (CACGTG) dans un complexe hétérodimérique avec Max (figure 10).

A Sequence specific
Co-factor DNA-binding
interaction I Dimerization
MBI MBIl MBIl MBIV
IO B TICCel] mvew
| B 1Zp] | max

/| &

L

Cell cycle progression / / / \ Rlbosome biogenesis
M

DNA repllcatlon ltochondtlal biogenesis
Apoptosis Metabolism Str |
i oma
AnglogeneSIs Sznesccnce Differentiation \ remodelling
Inflammation Invasion

Figure 9 : Structure de MYCN et MAX et fonction de la protéine MYCN (Westermark et
al.,2011).
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(A) représentation schématique de la structure de la protéine MYCN et de sa protéine
partenaire Max. Des domaines fonctionnels importants sont représentés; Boite MYC (MB),
domaine de transactivation (TAD), région basique (b), hélice-boucle-hélice (HLH) et Leucin-

zipper (Zip).

(B) MYCN influence une multitude de processus cellulaires par la régulation de

I'expression génique.

Panneau de gauche: La transactivation par le dimére MYCN-Max se produit lors de la
liaison a la séquence E-box. Recrutement d'histone acétyl transférases (HAT), y compris les
complexes TRRAP contenant p300 / CBP, Tip60 et GCN5, conduisant a un état de
chromatine ouvert et la phosphorylation activée par MYCN du domaine C-terminal de 'ARN

polymérase 11, entrainant un allongement de la transcription stimulé.

Panneau de droite: Répression mediée par MYCN de la transcription induite par Miz-1 / Sp-
1. Le dimere MY CN-Max recrute des facteurs comprenant les histones désacétylases (HDAC)
et 'ADN methylase 3a (Dnmt3a), qui interviennent dans un état de chromatine réprimé et
I'inhibition de la transcription induite par Miz-1 / SP-1. Par la régulation de l'expression
génique, MYCN influence de nombreux processus intracellulaires et extracellulaires comme

indiqué.

11.6. MYCN et apoptose

Au cours de l'apparition précoce du neuroblastome, la cellule d'origine dépend de l'auto-
renouvellement pour maintenir la croissance tumorale en tant que processus homeéostatique. Il
est connu des cellules pluripotentes qu'un stress cellulaire accru peut perturber cette
homéostasie, inhiber l'auto-renouvellement et induire la différenciation ou la sénescence. Le
P53 peut atténuer le stress cellulaire en contrélant les dommages a I'ADN ou en réduisant la

phosphorylation oxydative (Fu et al., 2020).

La transformation oncogéne et la reprogrammation cellulaire sont des processus similaires
qui sont entravés par des barrieres intrinseques aux cellules. Un mécanisme critique est
I'induction de l'apoptose ou de la sénescence facilitée par p53, est essentiel pour l'auto-
renouvellement des cellules indifférenciées et est étroitement régulé au niveau de 'ARNmM,

ainsi qu'au niveau des protéines (Jain et al., 2018). Ainsi, l'inhibition de p53 augmente
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l'efficacité de la reprogrammation, mais au prix dun stress oxydatif accru, d'un
raccourcissement des télomeres et d'un risque plus élevé de dommages a I'ADN (Fu et al.,
2018). Cependant, C-myc et N-myc peuvent tous deux se lier au promoteur p53 et induire son
expression sans provoquer l'apoptose, indiquant des effets anti-apoptotiques supplémentaires
régulés par Myc (Chen et al., 2010 ; Reisman D et al., 1993).

Le principal antagoniste de p53 est Mdm2, une E3-ligase contribuant a l'ubiquitination et a
la répression de p53. Mdm2 est directement induit par N-myc mais régule également N-myc
de maniere rétroactive (Slack et al., 2005 ; Gu et al., 2012 ). Dans le neuroblastome, Mdm2
peut agir comme un facteur favorisant la tumeur, N-myc régule le réseau transcriptionnel
autour de p53 pour surmonter ces barriéres intrinséques, similaire a l'activation artificielle du

programme de pluripotence dans les cellules somatiques saines (Figure 9).

.

-

MYCN — > MDM2

DNA damage

Stress “*-i.““-n"*a( p53 )
= DNA repair
= Cell cycle arrest
= Differentiation

= Senescence
= Apoptosis

Figure 10 : Schéma d’interaction de MYCN avec P53 (Inomistova et al., 2015)
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Chapitre III Microenvironnement tumorale

I11. Microenvironnement tumorale

La tumeur native est composée de composants cellulaires ; structurels et moléculaires
connus collectivement sous le nom de microenvironnement tumorale (TME) ; qui supporte
une multitude de vois de signalisation. La TME accueille une population cellulaire hétérogéne
de cellules cancéreuses et non cancéreuses telle que les fibroblastes, les cellules stromales et
les cellules immunitaires (Borriello et al., 2015 ; Cheung et al., 2016).

I11.1. Les fibroblastes associés au cancer (CFA)

Les CAF représentent une population hétérogéne des cellules mésenchymateuses exprimant
une variété de marqueurs tels que la protéine spécifique des fibroblastes (FSP)-1, les
proteines d'activation des fibroblastes-a. (FAP)-a, a-SMA, le récepteur du facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGFR)-B, et l'intégrine Bl (CD29) (Costa et al., 2016).
Contrairement aux fibroblastes normaux au repos, les CAF proliferent rapidement, sécretent
une abondance de protéines de la matrice extracellulaire (MEC), dont le collagéne et la
fibronectine, et sont migrateurs. Lorsqu'ils sont activés par la présence des cellules tumorales
(Kalluri et al., 2016).

I11.2. Cellules stromales

111.2.1. La TME schwannienne dans le NB

La TME du neuroblastome est principalement composée des cellules neuroblastiques et des
cellules de Schwann dans des proportions différentes. Ces deux types cellulaires ont les
mémes cellules souches progénitrices de la créte neurale et sont présents a différents degrés de
différenciation dans le neuroblastome (Pajtler et al., 2014). La présence de CS dans les
tumeurs du NB définit un groupe de tumeurs "riches en stroma" associé a une issue favorable
(Shimada et al., 1995).

Les tumeurs a haut risque MYCN-A (MYCN amplifié) sont sensiblement pauvres en CS et

les tumeurs NB riches en CS présentent rarement MYCN (Mobley et al., 2015).
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111.2.2. Vascularisation des tumeurs MYCN amplifiée (MYCN-A)

Les tumeurs du NB développent leur vascularisation en partie par la production de
VEGF-A contrélée par des facteurs de croissance tels que le facteur de croissance analogue a
I'insuline-1 (IGF-1), le facteur de croissance épidermique (EGF) ou le facteur de croissance

dérivé des plaquettes (PDGF) et par I'nypoxie.

En conséquence, les analyses de tumeur ont révélé des niveaux de vascularisation tumorale
plus élevés dans les tumeurs MYCN-A que dans les tumeurs MYCN non amplifiée (MYCN-
NA). Les tumeurs MYCN-A ont une expression plus élevée de l'intégrine avp3 dans leurs CE
(cellule endothéliale), ce qui stimule la fixation des CE a la vitronectine et la migration, ainsi

que la prolifération et la survie (Meitar et al., 1996).
111.3. Cellules immunitaires

Il est bien connu que MYCN entraine une régulation négative de I'expression des antigénes
du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe | dans le NB, ce qui contribue a la
présentation des antigenes tumoraux et est nécessaire au déclenchement d'une attaque
immunitaire (Bernards et al., 1986 ; Lenardo et al., 1989). Cette absence d'expression
d'antigénes dans le NB est responsable de la capacité bien connue des tumeurs MYCN-A a
échapper a une réponse immunitaire médiée par les cellules T cytotoxiques (CTL) et les
interférons (Layer et al., 2017). Cependant, la contribution de MYCN au recrutement des
cellules immunitaires dans la tumeur et a la composition du microenvironnement immunitaire

tumoral (TIME) commence seulement a étre exploreée.

Une analyse transcriptomique a identifié une diminution de six types des cellules
immunitaires (cellules CD8+T, cellules CD4+T, cellules B, macrophages, CD et cellules NK)
dans les tumeurs MYCN-A par rapport aux tumeurs MYCN-NA et une présence plus élevée
des cellules myéloides et lymphoides (DCs, Th2, CD8+T cells, NKT cells, macrophages) dans
les tumeurs MYCN-NA par rapport aux tumeurs MYCN-A (Zhong et al, 2019). En revanche,
les tumeurs MYCN-NA sont moins vascularisées, contiennent moins de cellules a-SMA+ et
d'autres cellules stromales, mais sont plus infiltrées de cellules immunitaires innées et
adaptatives, en partie grace a leur plus forte expression de chimiokines qui sont dérégulées par
MYCN. Les tumeurs MYCN-A apparaissent donc typiquement "froides" et exclusives du
systéme immunitaire, alors que les tumeurs MYCN-NA semblent enflammées ou "chaudes"
(Wang et al., 2015).
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Figure 11 : Contribution de MYCN au paysage TME dans le NB (Blavier et al,. 2020).
I11.4. Croissance et différenciation cellulaires du neuroblastome

Dans les cellules en prolifération, Mycn est initialement phosphorylé a la sérine 62 par la
kinase 1/CyclinB dépendante de la cycline. Nuclear Mycn se lie a son partenaire, le facteur de
transcription hélice-boucle-hélice Max et stimule la transcription d'un gene cible important

dans le cycle cellulaire, la prolifération, la différenciation et I'apoptose.

Cette phosphorylation d'amorgage en S62 permet la liaison de Gsk3f, ainsi que Pinl et
PP2A dans un complexe contenant également de 1'Axine. Active Gsk3f phosphoryle Mycn a
la thréonine 58, produisant Mycn doublement phosphorylé, stabilisé et transcriptionnellement

actif.

La dégradation de MYCN est nécessaire pour la différenciation terminale des précurseurs
neuronaux afin que le contrdle de la protéine MYCN soit étroitement controlé d'une maniere
spécifique au cycle cellulaire. Les protéines MYC se lient a un complexe de dégradation du
protéasome qui comprend la kinase Aurora A (AURKA), les ubiquitine ligases E3 (FBXW?7 et
HUWEL1) (Gustafson et al., 2010).

La signalisation en amont commence au hiveau de la membrane avec des récepteurs tyrosine

kinases (RTK), qui sont soit activés par le ligand, soit par des mutations activatrices constitutives
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(dans Alk, par exemple). Les RTK activent la phosphatidylinositol 3-kinase (P13K), qui catalyse
la conversion du phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3, 4,5-
triphosphate (PIP3). PIP3 se lie alors & Akt, le localisant & la membrane et permettant la
phosphorylation et I'activation d'Akt par Pdkl lié a la membrane a la thréonine 308. L'Akt actif
phosphoryle ensuite le glycogéne synthase kinase 3B (Gsk3P) et l'inactive, bloquant la
phosphorylation médiée par Gsk3p de Mycn T58 et stabilisant ainsi Mycn (Gustafson et al.,
2010).

L'activité aberrante de PI3BK/mTOR dans le neuroblastome est en corrélation avec un mauvais
pronostic, entraine une stabilisation oncogéne de MYCN (Opel et al, 2007) et peut étre ciblée a
l'aide d'inhibiteurs cliniques de PIBK/mTOR pour lesquels les doses recommandées de phase 11
ont été établies chez les enfants (Gore et al., 2013 ; Schenone et al., 2011). Des essais de phase
précoce de composés actifs contre PI3K ou mTOR sont en cours en utilisant des inhibiteurs de
rapalogue de derniére génération tels que le temsirolimus et le ridaforolimus, qui ont amélioré la
biodisponibilité et l'inhibition du complexe mMTOR (MTORC)-1 et mTORC-2 (Jessen et al.,
2009).

Receptor tyrosine kKinase
(ALK, Trk, IGF1R)

Mycn

Figure 12 : Modeéle schématique des voies de régulation impliquées dans la stabilisation de
Mycn (Gustafson et al., 2010)
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Chapitre | Matériel et méthodes

L’incidence des différents types de cancers recensent d’augmenter chaque année et en particulier

au sein de notre population, Ainsi les neuroblastomes parmi les cancers modeles pertinent.

Notre mémoire de fin de cycle est une étude rétrospective realisée au niveau de service
d’anatomo-pathologie du CHU Douera pendant 2 mois (13 avril- 18 juin). Cette étude a consisté a
utiliser des techniques histologiques, et moléculaires telles que I’hybridation in situ (CISH), pour

voir la morphologie de tissu tumorale neuroblastique, et d’identifier I’amplification d’oncogéne
NMYC.

I. Matériel

I.1. Matériel non biologique

Afin de réaliser des analyses, le laboratoire d’anatomo-pathologie est muni d’équipements de base.
Le tableau suivant représente le matériel utilisé pour notre étude (ANNEXE 3).

Tableau I11: Matériel non biologique

Appareillage Matériel et verreries
- Automate - Cassettes
-Appareil d’inclusion - Une pince
- Microtome - Cuves
- Plaque chauffante - Lames rodées / Lames silanisées
- Etuve - Lamelles
-Coverstainer automate - Panier de lames
- Hybridizer - Micropipettes
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Réactifs Kit d’hybridation in situ (CISH)
- Formol (36%) - Peroxydase d’hydrogene (3 %)
-Alcool (éthanol) - PT2 (Heat Pretraitement Solution
A 80,90 et 100 % EDTA)
- Xylene - ES1 (Pepsin Solution)
- Eau distillée et - WB1 (Wash Buffer SSC)
eau de robinet - WBS5 (20x Wash Buffer TBS)
- Paraffine - AB14 (Anti-DIG /DNP-mix)
- Hématoxyline - AB13 (HRP/AP-Polymer-mix)
- Eosine - SB7a (HRP-Green Solution A)
- Eukitt - CS2 (Nuclear Bleu Solution)

- Fixogum

1.2. Matériel biologique

Ce laboratoire étudie les Iésions macroscopiques et microscopiques des tissus prélevés sur les

patients (vivants ou décédés) par ablation ou biopsie.

e Piéce opératoire : Désigne tout ce qui est retiré lors d’une chirurgie (tumeurttissus sain
autour d’elle ganglion...) A I’issue de la chirurgie toute pieéce opératoire est envoyée au
service d’anatomopathologique afin d’étre analysée et établir un diagnostic.

e Les biopsies: Des prélevements des fragments de tissu sur un étre vivant. Lorsqu’une
anomalie est decelée, un prélevement au niveau de cette anomalie doit étre réalisé afin

d’analyse au microscope et établir un diagnostic.
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I1. Etude anatomopathologique

Le laboratoire d’anatomopathologie joue un role essentiel dans le diagnostic, le pronostic et le
suivi des cancers et d’autres états pathologiques. Il s’acquitte de ce role en menant I’examen
macroscopique, microscopique et moléculaire de pieces de biopsie ou de tissus prélevés dans le

cadre le chirurgicales ou d’autopsies.
I1.1. Fixation

Immersion des prélevements dans un liquide fixateur, le formol pur (36%). Le formaldéhyde ou
formol (HCHO) est un gaz incolore et inflammable, utilisé le plus souvent sous forme de solution
tamponnée en histopathologie.

La fixation a pour but d’immobiliser des constituants cellulaires et tissulaires dans un état voisin
que possible de I’état vivant ; pour éviter I’autolyse et la putréfaction (par constituant de ponts

protéiques).

Les facteurs influengant 1’étape de fixation sont d’une part le temps puisque la fixation doit se
faire dans le plus rapidement possible apres le prélevement au minimum 5 min ; D’autre part, la
quantité de fixateur doit étre suffisante c’est-a-dire dix fois le volume du prélévement pour s’assurer

de sa bonne pénétration dans le tissu.
11.2. Examen macroscopique

L’examen macroscopique (a D’ceil nu) est la premiere étape a réaliser dans [’étude
histopathologique pour étudier les caractéristiques morphologiques dans le but de localiser et

d’observer la lésion, évaluer son étendue et éventuellement déterminer sa nature.

Ces étapes sont faites dans une salle spéciale (salle d’examen macroscopique), ou I'échantillon
(piece operatoire ou biopsie) est placé sur une large plaque en bois, avec arrivée d’eau courante et

les fragments sont dénombrés, orientés, mesurés, et leur aspect externe est décrit.

On Utilise un ciseau pour ouvrir la piéce opératoire fermée ou bien un couteau pour la coupe en
deux ou en plusieurs fragments, puis les coupes sont déposées dans des cassettes numérotées et

imprégnées dans un liquide fixateur (formol) pendant 24 a 48 h.

On dépose les biopsies sur un papier transparent; puis dans des cassettes numérotées et

imprégnées dans un formol coloré par 1’éosine.
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11.3. Circulation

Cette ¢tape peut se faire manuellement ou a 1’aide d’une automate et a pour principe le
remplacement de 1’eau qui est dans les tissus par une substance totalement hydrophobe, telle que la

paraffine qui se présente sous forme de substance blanche (ANNEXE 4).
a. Déshydratation

Se fait par immersion du panier pendant 2 heures dans des bains de 1’éthanol croissants (la
concentration est de plus en plus importante). Les prélevements sont placés dans trois bains
successifs d’éthanol de degrés : 70°,95°et 100°.

Cette étape permet la déshydratation des tissus pour faciliter une bonne pénétration du xylene aux

tissus.
b. Eclaircissement

Se fait par immersion du panier dans trois bains de xyléne (2h chacun), ¢’est un agent appartenant

a la famille des hydrocarbures et présente I’avantage d’étre moins toxique que le toluene.

Cette étape permet la pénétration de xyléne dans les tissus pour 1’éclaircissement et avoir un tissu

transparent.
c. Impreégnation

Elle consiste en le remplacement du xylene présent dans les cellules par la paraffine liquide. Les
prélevements sont placés successivement dans trois bains de paraffine en fusion (a 60°) afin de

s’assurer de I’imprégnation totale du tissu.
11.4. Inclusion

L’inclusion consiste en un enrobage des fragments coupés dans les cassettes par la paraffine,
cette paraffine en se rigidifiant permettra de conserver les rapports architecturaux des structures

tissulaires les unes par rapport aux autres et de fournir un support rigide pendant et aprés la coupe.

Elle permet la réalisation de coupes et obtenir une forme de bloc a I’aide d’un appareil spécial ;
I’appareil d’inclusion, c’est un appareil de trois consoles, permettant de réaliser toutes les étapes de

I’enrobage.
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1- Console thermique, préchauffage des moules en acier inoxydable et au stockage chaud, les tissus

traités a la température 60c°.
2- Console d’enrobage a la température = 70c®, comporte une plaque ou se fait I’enrobage.

3- Console réfrigérante, destinée a refroidir des blocs de paraffine coulés a la température = -4c°

> Mode opératoire

Les cassettes placées dans le bac d’attente de poste d’inclusion, sont traitées de la manicre

suivante :

- Sortir une cassette du bac et ouvrir prudemment son couvercle et I’hoter tout en vérifiant qu’il n’y

a pas de fragment restant sur le couvercle.
- Prendre un moule adapté a la taille du prélevement.

- Saisir un seul fragment a la fois a 1’aide d’une pince métallique, le déposer délicatement au centre
du moule (le plan de section doit étre positionné contre le fond du moule) de facon que la surface de

la coupe permette d’observer simultanément toutes les structures tissulaires (internes et externes).
- Verser la paraffine liquide sur le fragment dans le moule.

- Poser le moule sur une console de refroidissement, lorsque le bloc est bien refroidi, on procéde au

démoulage.

- Apres le refroidissement, on retrouve un bloc de paraffine dur a I’intérieur duquel le fragment est

inclus.
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Figure 13 : L’appareil d’inclusion; a. choix de moule ; b. Versement de paraffine
11.5. Microtomie

Les blocs ayant refroidis sur la plaque réfrigérante de la station d’enrobage, la découpe peut étre
réalisée. A ’aide d’un microtome, des coupes allant de 1 a 3 um d’épaisseur sous forme de ruban
sont réalisées. Cette épaisseur permet aux rayons lumineux du microscope de traverser la

préparation et d’éviter la superposition tissulaire (ANNEXE 4).

» Mode opératoire

Immobiliser le porte objet dans son sens vertical.

Fixer le bloc sur le porte objet.

Glisser le rasoir et rapproche le chariot de I’objet.

Régler I’échelle graduée a 20 um et dégrossir le bloc de paraffine. Le bloc prét a étre coupé:
- Régler I’échelle encore une fois a 1’épaisseur de coupe = 5 um (micrometre).

- Sous I’action de la chaleur produite par le frottement avec la lame de rasoir la paraffine fond

légerement ce qui permet aux sections tissulaires d’adhérer les uns aux autres et de former un ruban.

- Saisir a I’aide de deux aiguilles métalliques I’extrémité du ruban et le tirer délicatement pour faire

I’étalement.
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Figure 14 : Microtome ; a. Installation de bloc sur le porte objet ; b. Réalisation d’un ruban

11.6. Coloration

a. Etuvage des lames

Rejeter ’exces de liquide et poser les lames sur la plaque chauffante quelque minute, puis les

placer sur un portoir d’une fagon verticale.

Toutes les lames sont déposées dans 1’étuve a 40°C pendant 24h, pour une meilleure adhérence
du tissu. Cette étape est dite séchage, elle permet d’éliminer la fine couche d’eau qui se dépose entre

la lame et tissu.
b. Déparaffinage

Pour cela, il est nécessaire de préparer le tissu. Tout d’abord on Mettre le portoir successivement
dans 2 bains de xyléne pendant 10 minutes, pour le déparaffinage. Cette étape permet une meilleure

imprégnation de ces derniers par le colorant.
c. Réhydratation

La réhydratation est pour but de chasser le xyléne du tissu et de le remplacer par 1’eau étant
donné que la plupart des colorants sont de nature aqueuse. Elle se traduit par le passage dans cing
bains d’éthanol, les deux premiers contenant de 1’éthanol absolu durent 3 a 5 minutes et sont suivis

de trois bains de 95°,80° et 70°. Enfin, les lames sont rincées a I’eau courante pendant 3 minutes.
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d. Coloration

Mettre le portoir dans un bain de I’hématoxyline pendant 6 a 10 minutes pour colorer le noyau en
couleur noir violacé, ’hématoxyline est un colorant naturel, elle doit étre préalablement oxydée en

hématéine pour exercer sa fonction. Puis rincer a I’eau courante.

Passage du portoir dans le bain d’éosine alcoolique a 0.02% (4 a 6 minutes) pour voir le

cytoplasme en rose sous microscope. Rincer le portoir a I’eau courant.

Utilisé le safran pour colorer les fibres de collagéne en couleur jaune. Puis mises dans trois bains

d’¢éthanol de concentration croissante (70°,95°et 100°) et ce pour déshydrater le tissu.

Finalement, elles sont plongées dans un bain de xylene pour éclaircir le tissu en attendant le

montage.
11.7. Montage

Elle est réalisée sous une hotte aspirante et consiste a fixer une lamelle couvre objet sur la lame
préalablement traitée avec quelques gouttes de résine synthétique, I’Eukitt, afin de protéger la coupe
de la dégradation. Il est a noter qu’il faut éviter tout bulle d’air qui pourrait géner la lecture au

microscope.

Figure 15 : Montage de lamelle sur la lame
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I11. L’hybridation in situ

L’hybridation in situ (HIS) est une technique de laboratoire ayant pour but de localiser des cibles
d’acide nucléique mono-brin spécifiques sur une coupe histologique de tissu ou des cellules fixées.

Pour cela on utilise une petite séquence complémentaire a la cible appelée sonde.

Il existe 3 types d’hybridation in situ qui se différentient par le marquage de la sonde utilisé
pour visualiser les cibles ARN et ADN.

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) si la sonde est marquée avec un fluorochrome
CISH (Chromogenic In Situ Hybridization) si la sonde est marquée avec un chromogene.
SISH (Silver In Situ Hybridation) si la sonde est marquée avec des sels d’argents.

Ces 3 types d’HIS sont basés sur le méme principe mais les caractéristiques inhérentes a chaque
méthode de détection font que la FISH et la CISH sont destinées a des applications trés distinctes.
De plus, les instruments utilisés pour visualiser les résultats ne sont pas les mémes en fonction de la
méthode utilisée : microscopie a fond clair pour la CISH/ SISH et microscopie a fluorescence pour
la FISH.

La méthode utiliser pour notre travail est CISH
I11.1. Principe de cette technique

La technique d'hybridation chromogénique in situ (CISH) permet la détection et la visualisation
de séquences d'acides nucléiques spécifiques dans des préparations cellulaires. Les fragments de
nucléotides marqués par des hapténes, appelés sondes CISH, et leurs séquences cibles
complémentaires dans les préparations sont codénaturés et ensuite hybridés pendant I'hybridation.
Les fragments de sondes non spécifiques et non liés sont éliminés par des étapes de lavage stringent.
La formation de duplex de la sonde marquée peut étre visualisée en utilisant des anticorps primaires
non marqués (Zyto Dot), qui sont détectés par des anticorps secondaires(ZytoDot) polymérisés
conjugués a une enzyme. La réaction enzymatique avec les substrats chromogenes conduit a la
formation de précipités colorés. Apres avoir contre-coloré le noyau avec un colorant nucléaire, les

fragments de sonde hybridés sont visualisés au microscope optique.
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Les avantages du CISH sont :

Observation simultanée de la morphologie des tissus et des signaux CISH
Interprétation rapide et facile des resultats comparables a I'lHC
Conservation des lames a température ambiante

Les signaux CISH sont permanents

Aucun microscope a fluorescence colteux nécessaire

I11.2. Prétraitement

Préparer des sections 3 a5 um.

Utiliser des lames de microscope a charge positive (silanise) pour avoir une force
d’attraction des fragments.

Incuber les lames pendant 10 minutes a 70°C dans la plaque chauffante (Déparaffinage
partiel). Puis dans 1’étuve pour le séchage des lames.

Incuber dans 3 bains de xyléne pendant 10 minutes pour chacun (déparaffinage compléte).
Réhydratation dans 3 bains d’étahnol par ordre décroissant 100%,90%,70%

Localisation de I’endroit étudie par un Pen de diamant

Le blocage de I’activité des peroxydases endogénes par la peroxydase d’hydrogéne (H202) &
3% pendant 5 minutes.

Lavages 2 fois chaque fois 1 minute dans I’eau distillée TA.

111.3. Digestion

Incuber 15 minutes dans le PT2-Solution EDTA dans le bain marié a 95°C.

Laver 2 fois (2minutes) dans une température ambiante de 1’eau distillée pour éviter le choc
thermique.

La digestion avec un enzyme la pepsine dans une chambre humide a 35°C (I’hybridizer)
pendant 45 seconds.

Ringage avec I’eau distillée TA (2minutes).

Déshydratation avec 1’éthanol dans ordre croissant 70%-90%-100% (1minute chacun)

Séchées a 1’air
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I111.4. Sonde

- On ajoute des gouttes de la sonde MYCN (30ul).

- Fixer la lamelle sur une lame avec une colle spécifique le fixogume.

SHGC-140713 GDB:315969
53" |
< i >
MY CMN
~370 kb
Tel - 2p24.3 » Cen

SPEC MYCN Probe map (not to scale).

Figure 16: Sonde NMYC

ZYTO VISION MOLECULAR DIAGNSOTICS SIMPLIFIED. « Zyto Dot de SPEC
MYCN Probe »

111.5. Dénaturation

- Mettre les lames dans 1’hybridizer pendant 5 minutes a 80°C.

111.6. Hybridation

- Mettre les lames dans 1’hybridizer pendant 16h dans une température ambiante a 37°C.

cible
5 S - \3 = _—Sonde -

37 ‘\ g~
= ——
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S Denaturation hybridation ==
_—— ————— —— —_— ‘;—Aé__.
- ==
= =>

~ 3 =
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v\ hybridée S
3 37
5* 57
5 3 5

Figure 17: Schéma de dénaturation et d’hybridation d’ADN

DOCPLAYER. « POPULATION D’ADN COMPLEXE - ADN génomique ou - copie d’ARNmM
= CDNA »
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I11.7. Post traitement

- Préparer la solution de rincage EDTA (carbonate sulfate sodium), puis laver les lames
pendent 5 minutes a 75°C pour le découlement de la lamelle.

- Laver 2 fois dans ’eau distillée en 2 min pour chacun a température ambiante.

- Laver par Wash Buffer TBS a température ambiante.

- Appliquer 3-4 gouttes le 1* anticorps AB14 pendant 15 minutes a 37°C.

- Laver 3 fois dans Wash Buffer TBS en 1 min pour chacun a température ambiante.

- Appliqué 3-4 gouttes le 2°™ anticorps AB13 pendant 15 minutes a 37°C.

- Laver 3 fois dans Wash Buffer TBS en 1 min pour chacun a température ambiante.

- Appliquer le HRP-green (3-4 gouttes par lame) pendant 18 minutes a 37°C, pour la
révélation.

- Ringage a I’eau distillé 2 fois et 2 minutes pour chacun a température ambiante.

- Appligué une contre coloration CS2 (bleu nucléaire) pendent 1 minutes.

- Ringage a I’eau de robinet, puis sécher par 1’éthanol pure 3 fois pendent 30 second pour
chacun, puis 2 fois dans le xylene pendent 30 second.

- Montage de lamelle par Ekit alcoolique puis la lecture.

Figure 18: Principe de CISH monocolore pour la détection des altérations génomiques

ZYTO VISION MOLECULAR DIAGNSOTICS SIMPLIFIED. « Zyto Dot 2C Products for
CISH analysis »

CISH utilise des sondes marquées a la digoxigénine @ qui sont aprés le blocage @ détectées a
I'aide d'un anticorps de souris anti-digoxigénine ©. Cet anticorps est détecté par un anticorps
polymérisé HRP-Chévre-anti-souris . La réaction enzymatique du DAB conduit & la formation

de forts signaux bruns ® permanents qui peuvent étre visualisés par microscopie optique.
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Chapitre 1l Résultat et discussion

I. Résultat
1.1. Etude statistique
a. Répartition selon le sexe

Parmi les 20 cas étudiés, il y’a 8 garcons et 12 filles. Le sexe ratio M/F est de 0.66 (Figure 19).

%

M Garcons

= Filles

Figure 19 : Répartition de NB selon le sexe

Les résultats obtenus sur 20 patients présentés dans un diagramme circulaire montrent la

répartition de NB selon le sexe. On observe que les filles sont plus touchées que les garcons avec un

pourcentage 60% chez les filles et 40% chez les gargons, et un ratio M/F est de 0.66 (ANNEXE 5).

b. Répartition selon I’Age

L’age des patients varie entre 2 mois et 14 ans ; avec un age moyen de 8 ans. La tranche de 1’age

comprise entre 0-1 et >6 ans était la plus touchée, soit 30 % des cas (Figure 20).
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Figure 20 : Répartition de NB selon I’age

Ce diagramme circulaire montre la répartition de NB selon ’age. On a remarqué que les enfants
de moins de 1 ans sont les plus touché avec un pourcentage de 30%, que chez les enfants ayant un
age plus. Les patients entre 3 a4 ans et 5a6 ans sont de 20%. Les enfants entre 4 a 5 ans et plus

de 6 ans sont de 10 %. Ainsi que entre 1 a 3 ans ayant un pourcentage de 5 % ; avec un age moyen

de 8ans (ANNEXE 5).

C. Répartition selon le siege

Le siege abdominal est le plus fréquent 65% (Figure 21).
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Figure 21: Répartition de NB selon le siége

Cet histogramme présente la répartition de NB selon le siége. On a remarqué que la zone
abdominale est la plus dominante de 65%, la zone thoracique présente 20% des cas, et palvien de

15%. Cependant, il y a aucun résultat de zone cervical (ANNEXED).

d. Répartition selon le niveau d’amplification de NMYC

%

H Haut niveau
H Faible niveau

M Aucun niveau

Figure 22 : Répartition des NB selon le niveau d’amplification de MYCN
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Ce diagramme circulaire représente la répartition de NB selon le niveau d’amplification. Ces
données montrent que les patient présentent un niveau d’amplification élevés de NMYC sont plus
dominant avec un pourcentage de 45%. Les patients ayant aucun niveau d’amplification de 30%, et

les faiblement amplifiés de 25% (ANNEXED).
1.2. Aspect microscopique
a. Les glandes surrénales

Les surrénales comportent deux parties distinctes, une glande corticale et une glande
médullaire qui sont 1'une et I'autre des glandes endocrines de type réticulé. Une capsule

d’enveloppe envoie dans le parenchyme de fines travées radiaires accompagnées de capillaires.

Figure 23 : Photo microscopique d’une coupe histologique de la glande surrénale 100x.

SlidePlayer « les glandes surrénales »

Le cortico-surrénale est elle-méme divisée en trois zones :

une zone glomeérulée, la plus externe, ou les cordons cellulaires se recourbent en arc sous la
capsule ; une zone fasciculée, zone moyenne a cordons paralléles entre eux et perpendiculaires a la

surface ; dans les deux tiers externes de cette zone, les cellules sont claires et vacuolisées
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(spongiocytes) ; une zone réticulée plus profonde, constituée de cordons anastomosés separés par de

larges capillaires ; leur coloration est plus soutenue que celle de la fasciculée et on peut observer des
pigments jaunes dans la partie la plus interne.

La médullo-surrénale est formée de travées cellulaires irréguliéres et anastomoseées ; les cellules y

sont volumineuses, polyédriques a noyau central ; entre les cordons sont disposés de larges

capillaires et sinus veineux a I’origine de la veine surrénale.
b. Coupes histologiques d’un Neuroblastome surrénalien

La lecture des lames est effectuée au grossissement (X100, X400, X40). Les coupes sont
colorées par hématoxyline éosine.

Réseau neuropile

Noyau bleu

A. Photo micrographie d’une coupe histologique d’un tissu neurobalastique de la glande surrénale
gauche colorée par Hématoxyline Eosine (HE) Gx400, montre un amas cellulaire tumoral composé

par des noyaux bleus arrondies et des cellules uniformes avec peu de cytoplasme, et formation de

neuropile sous forme d’un réseau grillagé
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Nécrose

Hémorragie

B. Photo micrographie d’une coupe histologique d’un tissu neurobalastique de la glande surrénale
gauche colorée par Hématoxyline Eosine (HE) Gx100, montre la formation d’un foyer Nécrosé
correspond a la mort anormale et non programmé des cellules et de cytoplasme suivis par des
modifications des éléments extracellulaires, Avec des zones hémorragiques

Stroma

C. Photo micrographie d’une coupe histologique d’un tissu neurobalastique de la glande surrénale

gauche colorée par Hématoxyline Eosine (HE) Gx40, montre un tissu tumorale composée de stroma
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qui comprend donc le tissu conjonctif, les vaisseaux, les leucocytes et la matrice extracellulaire et

sert de charpente a la tumeur et assure ses apports nutritifs.

Figure 24: Coupes histologiques de neuroblastome
C. Détection de I’amplification MYCN par CISH

A T’aide de la technique d’Hybridation Chromogénique In Situ. Sur le microscope photonique, on
observe des spots colorés en vert qu’ils sont dans des noyaux coloré en bleu, I’augmentation de

nombre de spots définit par ’augmentation de I’amplification de MYCN dans les cellules.

Dans les cellules normales, deux points distincts des signaux par noyau seront observés. Noyaux
avec amplification du géne MYCN du chromosome 2 afficher plusieurs points ou de grands groupes

de signaux.

-% Cellules hybridés >80%

- Nb des cellules analysées

- Ratio NMYC : Total Spot / nb Ny (nombre des noyaux)

e 1-2 copies : Pas d’amplification
e 3-5 copies : Polysomie probable, Pas d’amplification
e 6-9 copies : Faible niveau d’amplification

e >10 copies : Haut niveau d’amplification

<

—

Figure 25 : Photo microscopique montre un statut NMY C hautement amplifié
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Tableau 1V: Comptage des spots NMYC hautement amplifié dans 30 noyaux

Ny Geéne Ny Géne Ny Géne

1 12 11 14 21 08
16 08 15
12 06 08
15 13 06
16 12 18
09 10 07
15 06 30
25 08 09
30 20 08

10 07 20 25 30 12

Ce tableau représente le nombre de copie NMYC sur 30 noyaux. Chagque noyau composé d’un

nombre particulier de copie NMYC. Pour cela on collecte tous les nombres et les divisé sur le

nombre de noyau pour calculer la moyenne de copie NMYC.

Tableau V : Résultat d’hybridation de NMYC hautement amplifié

Résultat

Résultat IHS

-Nb de cellules analysées
-Nb de copies NMYC

-moy copies NMYC

30

400

13.33

Ce tableau montre le résultat de 400 copies MYCN sur 30 noyaux. Nous avons obtenue une

moyenne de 13.33.
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Figure 26 : Photo microscopique montre un statut NMYC faiblement amplifié

Tableau VI : Comptage des spots NMYC faiblement amplifié dans 30 noyaux

Ny Geéne Ny Geéne Ny Geéne

1 08 11 03 21 05
06 06 06
07 08 05
05 12 08
06 10 10
10 08 12
08 09 12
11 08 04
04 06 08

10 06 20 08 30 08
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Ce tableau représente le nombre des copies NMY C sur 30 noyaux. Chaque noyau composé d’un
nombre particulier de copie, pour cela on collecte tous les nombres et les divisés sur le nombre

des noyaux pour calculer la moyenne de copie NMYC.

Tableau VII : Résultat d’hybridation de NMYC faiblement amplifié

Résultats
Résultat IHS -Nb de cellules analysées 30
-Nb de copies NMYC 227
-moy copies NMYC 7.56

Ce tableau montre le résultat de 227 copies MYCN sur 30 noyaux. Nous avons obtenue une

moyenne de 7.56.

Page | 43



Chapitre Il Résultat et discussion

I11. Discussion

Les neuroblastomes sont des tumeurs neuroblastiques malignes du systéme nerveux
sympathique, développés a partir des cellules de la créte neurale. Les plus fréquentes parmi les
tumeurs solides extra-craniennes de I'enfant (Pérel et al, 2004).

Cependant I’analyse moléculaire des neuroblastomes a permis, au cours des 20 dernieres années,
d’identifier un grand nombre de remaniements qui sous-tendent I’extréme variabilité évolutive.
Parmi ces remaniements, ’amplification de I'oncogéne MYCN est le facteur pronostique majeur,
premier exemple d’un marqueur génique influengant directement le projet thérapeutique en

oncologie pédiatrique (Pérel et al, 2004).

Dans ce travaille, 20 enfants atteints de NB ont été pris en charge au niveau de laboratoire
d’anatomopathologie CHU Douera, entre 1 janvier 2020 et 15 mars 2021.

Selon Michalowski et al, (1999), La localisation abdominale est plus fréquente 77 % des cas. Ce

qui est similaire a nos resultats.

Selon Park et a,l (2008), il existe une prédominance chez les garcons et le sexe ratio global M/F
est de 1,2. Cependant, nos résultats ne sont pas similaires ; la plus fréquent chez les filles que les

garcons de ration M/F 0.66.

Selon Tonbary et al, (2015), la tranche de 1’4ge la plus touchée est plus de 1 an, par contre nos

résultats montrent que les enfants de moins de 1 an sont les plus touchés.

Dans notre étude, la plupart des Neuroblastomes surviennent au niveau de la glande surrénale
(65%). Selon Michalowski et al, (1999), la majorité des tumeurs était de siége surrénalien (20/52 =
38 %).

Selon Tonbary et al, (2015), les glandes surrénales étaient le site tumoral primaire le plus

fréquent (72,7 %). La majorité des patients (76,7%) avaient une tumeur de stade 1V.

Selon Bhargava et al, (2005), Aucun niveau d’amplification MYCN est la plus fréquent de
66,6%, les hautement amplifiés de 28,4% et les faiblement amplifiés de 3 %. Quant a nos résultats
montre qu’il y’a une augmentation de niveau d’amplification MYCN chez les patients atteints de

neuroblastomes que faible niveau et aucun niveau d’amplification.
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Selon Korja et al, (2005), les enfants atteint de neuroblastome présentent des copies NMYC
hautement amplifiés sont les plus fréquents. Détecter par la technique CISH. Ce qui est similaire a

nos résultats.

D’aprés Schwab et al, (1984), L’amplification de ’oncogéne MYCN résultant en I’apparition de
dix a plus de cent copies du géne est observée dans environ un tiers des cas de neuroblastome.

La localisation abdominale est la plus fréquente (65 % des cas), au niveau des surrénales. Les
localisations thoraciques, cervicales et pelviennes sont plus rares. Les localisations thoraciques et

cervicales concernent plus souvent les nourrissons, selon (Janoueix et al, 2009).

D’apres Brosinsk et al, (2012), qu’il montre que la tumeur neuroblastique moins différenciés
présente des architecteurs lobulaires avec des arrangements de recette et large champ de nécrose.

Nos résultats sont similaires.

Selon Brosinsk et al, (2012), les tumeurs neuroblastiques bien différenciés présentent une
quantité variable de stroma fibrovasculaire et moins différenciés ne présente pas de stroma.
Cependant, Nos resultats montrent que les tumeurs peu différenciés peu présentent une quantité de

stroma.
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Conclusion

Les Tumeurs Neuroblastiques sont des tumeurs trés polymorphes. Malgré d'importants progres
diagnostiques et thérapeutiques, elles restent des tumeurs graves dans certaines formes, justifiant

une poursuite de la recherche scientifique pour améliorer la prise en charge des patients.

D’aprés les résultats obtenus dans le service d’anatomopathologie de CHU Douera. Nous avons

constaté que :

Selon les études anatomopathologiques, la prédominance des tumeurs neuroblastiques
abdominales avec un pourcentage de 65%. Les neuroblastomes (NB) constitués par des petites
cellules dotées de gros noyau et peu de cytoplasme. Ainsi que les neuroblastomes (NB) peu

différencie caractérisée par un tissu peu nécrosé et peu de stroma.

La glande surrénale compose de 2 partie distincte, Le cortico-surrénale qui formé par 3 zones ;

une zone glomérulée, une zone fasciculée et une zone réticulée. Et La médullo-surrénale.

Selon les études en biologie moléculaire, gréce a la technique d’hybridation chromogénique in
situ  (CISH), les neuroblastomes (NB) caractérisés par 1’amplification de géne NMYC.
L’augmentation de nombre de spots définit par I’augmentation de I’amplification de MYCN dans

les cellules. On parle d’amplification quand on retrouve plus de 10 copies par génome haploide.

A travers cette étude, selon le taux d’amplification NMYC le médecin propose le bon traitement
qui peut traiter les enfants atteints de neuroblastome. Et diminuer ainsi les sequelles des traitements

chirurgicaux trop précocement entrepris chez les jeunes patients concernés.

Les données accumulées montrent qu'une expression élevée de MYCN peut agir comme un
moteur oncogéne unigque dans le neuroblastome et les mécanismes par lesquels MYCN induit une
transformation néoplasique et fortement prédictive d'un mauvais pronostic chez les enfants plus agés
atteints de neuroblastome, mais pas chez les nourrissons. Les résultats aident a expliquer la
controverse dans la littérature sur la valeur pronostique de I'expression du gene MYCN et mettent en
évidence la biologie différente du neuroblastome qui se présente chez les nourrissons et les enfants

plus ageés.

Dans les perspectives d’avenir, nous souhaiterions faire des études en Biologie moléculaire et
génétique a fin de trouvé les traitements sur la tumeur neuroblastique pour démunie le taux de

I’amplification de géne MYCN ainsi que la métastase.
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ANNEXE

ANNEXE 1

Classification des différents stades du neuroblastome selon des criteres cliniques

STADE

Caractéristiques

STADE I

La tumeur est limitée a son organe d’origine.

STADE I

La tumeur s’étend en dehors de son organe ou de sa structure
d'origine, sans pour autant dépasser la ligne médiane. Les
ganglions homolatéraux régionaux peuvent étre envahis.

STADE Il1

Le neuroblastome de stade Il est une tumeur de stade Il qui par
contiguité s’étend au-dela de la ligne mediane. Les ganglions
régionaux controlatéraux peuvent étre envahis. Certaines de ces
tumeurs présentent des amplifications de N-MYC.

STADE IV

60 % sont N-MYC Amplifiées. Les patients présentent des
métastases osseuses, dans les tissus mous, des ganglions a
distance, la moelle osseuse...

STADE IVS

Les tumeurs de stade IVS sont observées chez les enfants de
moins de un an. Ce sont des neuroblastomes de stade | ou Il qui
ont des métastases dans le foie, la peau ou la moelle osseuse
mais pas de métastases osseuses radiologiques.

Tableau 1 : Classification d’Evans

Stade

Caractéristiques

STADE 1

Tumeur localisée avec résection compléte

STADE 2A

Tumeur unilatérale avec résection incomplete, ganglion
lymphatique homolatéral et controlatéral non envahi

STADE 2B

Tumeur unilatérale avec résection compléte ou incompléte,
ganglion lymphatique homolatéral envahi, ganglion controlatéral
non envahi

STADE 3

Tumeur non ré sécable étendue au-dela de la ligne médiane avec
ou sans envahissement des ganglions lymphatiques régionaux Ou
Tumeur unilatérale localisée avec ganglions lymphatiques
controlatéraux envahis Ou Tumeur sur la ligne médiane avec
envahissement des ganglions bilatéraux.

STADE 4

Tumeur primaire aves des cellules tumorales dans des ganglions
distants, les os, la moelle osseuse, le foie ou d’autres organes
excepté ceux définis pour le stade 4S

STADE 4S

Enfant de moins d’un an, tumeur primaire localisée comme pour
les stades 1 et 2 avec une dissémination limitée au foie, a la peau
et/ou a la moelle osseuse. L’envahissement de la moelle osseuse
doit étre minimal : moins de 10 % des cellules nucléées de la
moelle doivent étre tumorales. Au-dela des 10 %, la tumeur est
considérée de stade 4.

Tableau 2 : Classification INSS (International Neuroblastoma Staging System).
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Préparation des solutions

Préparation de 100ml de SDS 10% :

- Pour 10% : 10g — 100 ml eau distillée
Préparation de 200ml de TBS 20% :

- Pour 20% : 50ml de TBS — 100 ml eau distillé
Préparation de 1000ml de formol 10% :

- Pour 10% : 10ml de formol — 100 ml eau distillé

Préparation de 30ml de TBS 3% :

- Pour 3% : 3ml de TBS — 100 ml eau distillé

Préparation de peroxydase d’hydrogéne :

- 1V H202 — 9V de méthanol

Préparation de Hématoxyline de Harris :

- Hématoxyline : 9 g

- Ethanol absolu : 90 ml

- Alun potassique : 180 g

- Eau distillée : 1800 ml

- Oxyde mercurique : 4,5 g
- Thymol:9¢g

Préparation de Hématoxyline de Mayer :

- Eau distillée : 1.000 ml

- Hématoxyline cristallisee : 1g

- lodate de sodium 0,2 g

- Alun de potassium pulvérisé : 50 g
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Nuclear blue solution Wash buffer SSC Anti-DIG/DNP-Mix

Peroxide Block Solution EDTA la colle fixogume

!

HRP/AP-POLYMER-Mix  AP-RED solution B et A Bloc
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HRP-GREEN Solution B et A A20x wash buffer TBS Pepsine solution

Porteur des lames Micropipette

Porte-lame en verre Pence
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Automate a circulation (Leica) Etuve

Les bains de coloration

L’hybridaizer Plaque chauffante
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Dako CoverStainer automatise chaque étape du processus H&E, depuis la cuisson, le
déparaffinage et la coloration jusqu'a la lame déshydratée, recouverte d'une lamelle et séchée qui
est préte a étre examinée par le pathologiste.

Salle d’examen macroscopique Piéce opératoire d’une tumeur surrénalienne
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ANNEXE 5
Sexe N cas %
Garcons 8 40
Filles 12 60
Total 20

Tableau 3: Répartition des NB selon le sexe.

Age N cas %
0-1 6 30
1-2 1 5
2-3 1 5
3-4 4 20
4-5 2 10
>5 6 30
Total 20

Tableau : Répartition de NB selon I’age
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Siege N cas %
Cervical 0 0
Thoracique 4 20
Abdominal 13 65
Pelvien 3 15
Total 20

Tableau 4 : Repartition de NB selon le siege

Niveau N cas %
Haut niveau 9 45
Faible niveau 5 25
Aucun niveau 6 30
Total 20

Tableau 5: répartition de NB selon niveau d’amplification de NMYC
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