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RESUME

Le carcinome hépatocellulaire représente 90% des cancers touchant le foie, organe privilégié
des métastases dont les mécanismes moléculaires de 1’hepatocarcinogenése restent encore a
I’heure actuelle mal connus. Dans ce cadre et afin d’étudier I’implication de deux molécules
d’adhésion a savoir 1’antigéne carcino embryonnaire dans le processus métastasique et la -
caténine dans la carcinogénése hépatique, des études rétrospective et prospective sont
réalisées chez des patients atteints d’hépatite, de cirrhose de cancer hépatocellulaire primitif et
des métastases hépatiques. L’expression des deux molécules est révélée par la technique
d’immunohistochimie.

L’analyse des données de 1’étude rétrospective sur 300 cas montre une prédominance
masculine chez les cas de carcinome hépatocellulaire avec une fréquence maximale chez les
personnes agées (plus de 70 ans) ainsi qu’une prédominance des métastases mammaires
(32%). Le carcinome hépatocellulaire bien différencié est le plus fréquent (78%). Les résultats
de I’immunohistochimie réalisée sur 40 cas montrent un marquage d’intensité variable de la
B-caténine dans les différents compartiments cellulaires. Ce marquage est corrélé au degré de
différenciation ainsi qu’a la sévérité des cas de cirrhoses et d’hépatite virale. L’antigéne
carcino embryonnaire est marqué seulement dans les cellules métastatiques. Ces résultats
nous laissent suggérer I’implication directe de la B-caténine dans I’hepatocarcinogenése et de
I’antigéne carcino embryonnaire dans le processus metastatique, ce qui favorise I’utilisation
des deux molécules dans le diagnostic différentiel, le suivie et le développement
thérapeutique.

Mots clés: Antigéne carcinoembryonnaire ; B-caténine ; Carcinome hépatocellulaire ;
Immunohistochimie ; Métastases hépatiques.



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma represents 90% of cancers affecting the liver, a preferred organ for
metastases whose molecular implication in hepatocarcinogenesis still misunderstood at
present. In this context and in order to study the involvement of two adhesion molecules,
namely carcinoembryonic antigen in the metastatic process and -catenin in hepatic
carcinogenesis, retrospective and prospective studies were carried out on patients with
hepatitis, cirrhosis, Primitive hepatocellular carcinoma and hepatic metastases. The

expression of the two molecules were revealed by the immunohistochemistry technique.

The analysis of the data from the retrospective study of 300 cases shows a predominance of
male cases of hepatocellular carcinoma with a maximal frequency in the elderly (over 70
years) and a predominance of mammary metastases (32%). well-differentiated Hepatocellular
carcinoma is the most common (78%) .The results of the immunohistochemistry performed
on 40 cases show a variable intensity of B-catenin in the different cellular compartments. This
marking correlates with the degree of differentiation and the severity of cases of cirrhosis and
viral hepatitis. The embryonic carcino antigen was only labeled in the metastatic cells. These
results let us suggest the direct involvement of B-catenin in hepatocarcinogenesis and the
embryonic carcino antigen in the metastatic process. This promotes the use of both molecules
in differential diagnosis, follow-up and therapeutic development.

Key words: Carcinoembryonic antigen; [-catenin; Hepatocellular  carcinoma;

Immunohistochemistry; Liver metastases.
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INTRODUCTION

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la tumeur maligne la plus fréquente du foie.
Il occupe le sixieme rang parmi tous les cancers de I'Homme et représente la troisiéme cause
de décés par néoplasie [1et 2]. Il survient dans plus de 80% des cas sur foie cirrhotique [3 et
4] ou bien sur d'autres hépatopathies chroniques non cirrhotiques [4, 5 et 6]. Sa survenue sur
un foie sain est exceptionnelle [7]. Le carcinome hépatocellulaire doit étre distingué des
métastases hépatiques, beaucoup plus fréquentes, qui correspondent a la localisation dans le
foie d’un cancer « né » dans un autre organe (c6lon, poumon, sein ...). Cette situation rend la
distinction entre cancers métastatiques et primitifs difficile ce qui représente une réelle

problématique pour les pathologistes [8].

La carcinogenese hépatique est encore mal comprise a 1’échelle moléculaire, et
jusqu’il y a quelques années, trois grandes voies de signalisation étaient décrites : p53, RB et
Wnt B-caténine [9 et 10]. La voie Wnt/beta-caténine exerce un role crucial dans la
physiopathologie hépatique et est considérée comme une voie majeure de carcinogenese dans
les tumeurs bénignes et malignes du foie. Cette voie Wnt-f3-caténine est activée dans 30 % a
40 % des cas de CHC et dans 90 % des hépatoblastomes suite a des mutations de la -
caténine, de I'Axine ou, plus rarement de I’adenomatosispolyposis coli. L'interaction des Wnts
avec leurs récepteurs induit la translocation nucléaire de la f-caténine qui s'associe aux
facteurs de transcription LEF/TCF et module la transcription de genes impliqués dans
I'oncogenese(c-myc, cyline D1...) et dans la dissémination des tumeurs dans 20-35% des cas
[11 et 12].

L’Antigéne carcino-embryonnaire (ACE), également connu sous le nom de
CEACAMS a été décrit pour la premiére fois en tant qu'antigene gastro-intestinal oncofcetal
[13]. Il est surexprimé dans la majorité des carcinomes y compris ceux du tractus gastro-
intestinal, des systemes respiratoire et génito-urinaire et du cancer du sein [14 et 15]. L’ACE
influence le processus métastatique hépatique en protégeant les cellules cancéreuses, en
circulation, de la mort cellulaire induite par I'anoikose [16], en se liant a ’hnRNP M4 (I’ARN
nucleaire hétérogéne M4) qui est un récepteur des cellules de Kupffer [17, 18], ces derniére
changeront le microenvironnement hépatique le rendant plus favorable & I’invasion
métastatique[19 et 20].




L’objectif de ce travail est de décrire les particularités épidémiologiques et
anatomopathologiques des CHC et des métastases hépatiques et de chercher la présence,
I’intensité et la localisation des proteines B-caténine et ACE chez des sujets atteints d hépatite,
de cirrhose, CHC et de métastase hépatique dans 1’optique d’utiliser les deux protéines dans le

suivie pronostique et dans le diagnostic différentielle.
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I.1.Carcinome hépatocellulaire

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le type le plus majoritaire des cancers du foie
primaire chez les adultes, représentant environ 90% des tous les cancers du foie [1 et 3]. Il
survient généralement dans le contexte d’une lésion hépatique, étant étroitement liée a
I'népatite virale chronique (hépatite B ou C) ou a I'exposition a des toxines telles que I'alcool
ou l'aflatoxine. Certaines maladies, comme I'hnémochromatose et la déficience en alpha 1-
antitrypsine, augmentent considérablement le risque de développer des CHC. Le syndrome
métabolique et la Stéatose hépatique non alcoolique sont également de plus en plus reconnus
comme des facteurs de risque pour les CHC [21].

1.1.1.Epidémiologie

Le CHC est le sixieme cancer le plus répandu dans le monde, classé cinquiéme chez
I’homme et huitieme chez la femme et représente environ 5,7% de tous les nouveaux cas de

cancer. Il est classé le deuxieme cancer en Asie et quatrieme en Afrique [22].

Chaque année, environ 1% de tous les décés dans le monde sont liés au CHC. En
2002, le nombre global de nouveaux cas chez les hommes était estimé a 442119, avec 416882
de déces dont 94% survenus dans la premiére année apres le diagnostic. Pour les femmes, il a
été estimé a 184 043 nouveaux cas globalement, dont la plupart ont eu lieu dans I'est régions
d'Asie [22 et 23].

1.1.2.Etiologie

Environ 70% a 90% des patients atteints de CHC ont des antécédents de maladies
chroniques du foie dont 80% a 90% sont des cirrhoses [10]. L’infection virale chronique
(VHB ou VHC ou la coinfection) est la cause la plus importante de CHC. Elle représente
respectivement 57% et 23% des cas, représentant environ 80% a 85% des cas [24]. Les
1ésions hépatiques induites par 1’alcool constituent le facteur de risque non viral le plus
important. Le tabagisme est reconnu comme facteur de risque de CHC. Une Surcharge en fer,
en particulier dans le contexte de I'némochromatose héeréditaire, est également un facteur de
risque exogéene. Une carence en u-l-antitrypsine augmente grandement le risque de
développer un CHC. Il est devenu évident que I'obésité avec ses probléemes accompagnant le

diabéte sucre et la stéatohépatie non alcoolique, peut augmenter le risque de CHC, méme sans
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infection virale. Le risque d’atteinte par un CHC augmente si de multiples facteurs de risques
sont présents [25 et 26].

1.1.2.1.Alcool

Aux Etats-Unis et en Europe du Nord, les Iésions hépatiques induites par 1’alcool sont
I’'une des principales causes de maladie chronique du foie et cirrhose [24]. Une forte
consommation d'alcool chez les hommes et méme une consommation modérée (deux verres

ou plus par jour) chez les femmes sont associées a risque accru d’acquérir un CHC [27 et 28]
1.1.2.2.Tabac

Une association entre le tabagisme et le CHC est reconnue. Indépendamment de la
consommation d'alcool ou de I’infection virale, le risque de contracter le CHC augmente avec

le nombre de cigarette fumé par jour [24].
1.1.2.3.Aflatoxine B1

L’aflatoxine B1 (AFBI1) est un puissant cancérigene du foie [30] produit par les
moisissures Aspergillus parasiticus et A. flavus. Sous des conditions de chaleur d’humidité,
ces moisissures peuvent contaminer le grain, en particulier les arachides. Une ingestion
alimentaire d’un taux élevé d’aflatoxine avec une infection d’HBV augmente de 50 fois le
risque de contracter un CHC. L’AFB1 est métabolisée par le cytochrome P450 en une forme

réactive AFB1-5,9-oxyde qui peut causer des mutations au niveau du gene P53 [31].
1.1.2.4. Cirrhose du foie

Le principal facteur de risque clinique pour le CHC est la cirrhose du foie,
indépendamment de son étiologie. Bien que la cirrhose elle-méme ne soit plus considérée
comme une lésion pré-maligne, mais plutdt comme un processus paralléle a la transformation
maligne en cas de maladie chronique du foie [32]. La cirrhose résulte d’un processus diffus,
qui se caractérise par une fibrose mutilante détruisant 1’architecture normale du foie (Fig. 1) et
isolant des nodules hépatocytaire dits de régénérations, se superposent a l'architecture normale

du foie et entrainent ainsi une disparition de la structure normale de lI'organe [33].
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Fibrose

Nodules de
régénération

Figure 1 : coupe histologique d’un Foie cirrhotique [34]

I.1.2.5.Virus de I’hépatite B

Le Virus hepatite B (VHB) est un virus a ADN appartenant au groupe des
hépadnavirus [35]. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu'environ 350
millions de personnes sont infecté de maniere chronique par le VHB dans le monde entier. Le
VHB est la principale cause de CHC chez la plupart des pays asiatiques, africains et latino-
américains. Des études épidémiologiques montrent un lien convaincant entre I’infection

chronique par le VHB et le développement du CHC [24].
1.1.2.6.Virus de I’hépatite C

Le Virus d’hépatite C (VHC) posséde un génome a ARN simple brin qui code pour
une seule polyprotéine consistant de 3010-3033 acides aminés. L’OMS estime qu’environ 180
millions de personnes sont infectées par le VHC dans le monde entier causant ainsi une
hépatite chronique virale. Toutefois, la prévalence du VHC serait largement sous-estimée et

augmenterait encore dans certains pays moins développés [24].

Le VHC est plus commun que le VHB chez les patients atteints de CHC en Europe,
Japon et aux Etats-Unis, mais aussi dans quelques pays moins développés (par exemple,
’Egypte, la Mongolie et le Pakistan) [24] ou le VHC se propage par le sang non filtré et par
les injections non stériles. Le VHC peut causer une accumulation de gouttelette lipidique
(stéatose) (Fig.3) dans le tissue hépatique infecté (Fig. 2) mais son implication moléculaire

direct du VHC dans la pathogenése du CHC reste encore a démontré. Le temps moyen de
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I'apparition de la cirrhose apreés infection dans des études publiées était de 13-25 ans et le
temps d’apparition d'un cancer du foie était de 17 a 31 ans [37]. Le risque de cancer du foie

chez les individus atteints de cirrhose liée au VHC varie entre 1% et 7% par an [38].

Figure 3 : Stéatose sévere (micro-et macro vésiculaire) chez un patient atteint d’une

hépatite chronique C [8].
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1.1.3. Histopathologie du carcinome hépatocellulaire

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est une tumeur épithéliale maligne dont les

cellules tumorales ressemblent morphologiquement et fonctionnellement a des hépatocytes

ayons les caractéristiques suivantes :

7
L X4

K/

Les cellules tumorales sont plus ou moins atypiques. Elles peuvent contenir des corps
de Mallory, des globules hyalins, du glycogéne, des graisses (cellules tumorales avec
stéatose). Ces cellules peuvent également produire de la bile. La production de bile,
quand elle existe est spécifique du CHC. Les cellules tumorales ne sont jamais
mucosécrétantes.

L'architecture de la prolifération tumorale reproduit celle du foie, c'est a dire une
organisation en travées séparées par des sinusoides. Cependant les travées de cellules
tumorales sont plus épaisses que dans du foie normal (> ou = a 3 cellules) et il existe
une diminution du collagéne péri-sinusoidal. L'architecture peut également étre pseudo
glandulaire (formation d'acini par dilatation du canalicule biliaire) ou compacte avec
des massifs de cellules tumorales sans travées, ni sinusoides.

On peut également observer des remaniements a type de péliose (dilatation des
sinusoides), d'hémorragie ou de nécrose.

Plus le CHC ressemble a du foie normal plus il est différencié [40 et 41].

Le grade histologique d'Edmondson et Steiner classe les CHC en fonction de leur

différenciation. Le grade 1 correspond a un carcinome trés bien différencié, et le grade IV a

un carcinome peu différencié. Actuellement, I'Organisation Mondiale de la Santé propose

plutét de classer les CHC en bien, moyennement et peu différenciés. L'intérét du grade est

discuté car dans une méme tumeur, l'aspect et le grade peuvent étre différents d'une zone a
l'autre de la tumeur [40 et 41].

1.2.Métastase hépatique

1.2.1. Epidémiologie

Les métastases hépatiques prédominent sur le cancer primitif du foie, d’un rapport de

40: 1 en Europe et Amérique du Nord [42] et par 2,6: 1 au Japon [43]. En revanche, les

tumeurs hépatiques sont plus courantes que les métastases en Asie et Afrique subsaharienne

[44] en raison de I’incidence élevée de carcinome hépatocellulaire (CHC) [45et 46].
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1.2.2. Etiologie

Le foie est un organe trés vascularisé fournissant un environnement fertile pour le
piégeage de cellules néoplasiques et qui sont arrétées par les cellules de Kupffer dans les
sinusoides [47 et 48]. Les Cirrhoses fournissent une protection relative contre
I'ensemencement par des tumeurs secondaire [49]. En revanche, les stéatoses et la

consommation excessive d'alcool augmente la chance de métastase [50].
1.2.3. Origine des métastases

Les tumeurs secondaires les plus fréquentes du foie sont des carcinomes suivis de
mélanomes [46 et 51]. En termes de nombre absolu, les métastases les plus communes sont
d’origine colorectal, mammaire et carcinomes gastriques [46]. Les lymphomes Hodgkinien et
non hodgkiniens peuvent impliquer le foie chez prés de 20% des patients [52]. Seulement6%
des patients atteints de sarcome peuvent avoir une métastase hépatique lors du diagnostic,
mais 34% ont des métastases hépatiques a l'autopsie [53].

1.2.4. Histopathologie et diagnostic différentiel

Les néoplasmes métastatiques du foie sont généralement histologiquement similaires a
leur tumeur primitive d'origine et aux métastases associées aux autres organes. Les Métastases
provenant de carcinome rénal, carcinome corticosurrénale ou mélanome peut imiter le
carcinome hépatocellulaire, distingué habituellement par une structure tabulaire et la présence
de sinusoides [54]. Les pathologistes utilisent 1’immunohistochimie pour détecter les
molécules caractéristiques du foie, comme les protéines d'exportation (albumine, fibrinogéne,
a-1l-antitrypsine), 1’hepatocyte-paraffine-1 (HepParl), 1’alpha-pheotoprotéine (AFP)et la
protéine oncofeetal glypican-3 [55]. Cependant, I’AFP est exprimée dans une minorité
seulement de CHC, et le glypican-3 n’est souvent pas positif dans les CHC bien différencié
[56 et 57]. La distinction entre cholangiocarcinome et les adénocarcinomes métastatiques est
beaucoup plus difficile, sinon impossible vue que le cholangiocarcinome peut prendre
n'importe lequel des schémas histologiques d'une tumeur métastatique ; il est généralement
tubulaire mais peut étre mucineux, chevaliére, papillaire, kystique ou indifférencié [58 et 59].

Alor un panel immunohistochimique est nécessaire.

Le motif le plus facile a reconnaitre comme étant d'origine métastatique est celui

présenté par les adénocarcinomes du célon et du rectum qui présentent presque toujours des




CHAPITRE | RAPPELS BIBLIOGHRAPHIQUE

glandes de taille et de forme variables, bordées de cellules en colonnes. Les métastases
colorectales ont souvent des bords bien définis alors que celles des autres sites glandulaires
ont tendance a étre plus diffuses. Les cholangiocarcinomes expriment généralement les
kératines 7 et 19 mais pas 20, alors que les carcinomes colorectaux sont généralement négatifs
pour les kératines 7 et 19 et positives pour la kératine 20 [60 et 61]. La positivité nucléaire

pour CDX2 est également un marqueur d’origine gastro-intestinale [62].

Les métastases du sein peuvent étre identifiées par des anticorps qui détectent les
récepteurs aux cestrogenes et a la progestérone [63 et 64]. L'adénocarcinome pulmonaire
métastatique est généralement positif pour TTF1. Certains carcinomes, notamment celui du
rein, peut étre sarcomatoide dans sa morphologie. Les carcinomes rénaux sarcomatoides

conservent néanmoins I'expression de PAX8 [65].

I.3. Implication de la p-cathénine et de Dl’antigéne carcino-embryonnaire dans le

carcinome hépatocellulaire et les métastases hépatiques
1.3.1. B-cathénine

En 1989, trois protéines furent identifiées, se trouvant dans le cytoplasme et liées a la
partie C terminale de la Cadhérine, Ces protéines furent nommeées Caténine alpha, béta et
gamma, nom provenant du terme signifiant chaine en latin (Catena) et dont la fonction
majeure est de lier le calcium avec diverses structures du cytosquelette. En 1992 il fut trouvé
que la B-caténine présentait des similarités avec une autre protéine provenant chez la
Drosophile du gene dit Armadillo (ARM).

1.3.1.1. Structure

La B-caténine est une protéine d’environ 88 kDa chez I’Homme. La structure primaire

de cette protéine consiste en :

. une région N-terminale d’environ 130 acides aminés, région cruciale pour la
régulation du niveau cytoplasmique de -caténine.

o une région centrale de 550 acides aminés qui présente 12 répétitions du
domaine ARM (Armadillo), assurant les interactions protéine-protéine.

o une région C-terminale de 100 acides aminés portant la fonction de

transactivation (Fig. 4).
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Figure 4 : Structure de B-caténine et domaines d'interactions protéine/protéine [66].

Un déséquilibre dans la structure ou les propriétés de la B-caténine entrainent souvent
des pathologies et des dérégulations de croissance liées au cancer ainsi que des métastases
[66].

1.3.1.2. Réles

La B-caténine (Armadillo chez la drosophile) est une molécule & multiples réles [66].

- Elle est I'une des composants structurels des jonctions adhérentes de cadhérine.

- Impliquée dans la voie de signalisation Wnt canonique ou elle représente l'effecteur
nucléaire clé.

- Principal effecteur responsable de transduction du signal au noyau et déclenche la
transcription de genes spécifiques de Wnt, responsables du contrdle des décisions de destin
cellulaire dans de nombreuses cellules et tissus.

- Régule des processus physiologiques fondamentaux ainsi que des processus pathologiques.

-Contrdle I’embryogenése incluant le développement hépatobiliaire et la maturation.
1.3.1.3. La voie de signalisation Wnt f-caténine

En plus de son rdle dans 1’adhésion cellulaire ou elle forme des jonctions en liant la
Cadhérine a I’actine du cytosquelette, la B-caténine est la protéine clé de la voie de
signalisation Wnt (Fig. 5). en absence du ligand Wnt, la B-caténine sera dégradé par un
complexe comprenant I’AXIN I’APC la GSK3b et la caséine kinase isoform alpha ( Kl 1
ALPHA ) d’abord par phosphorylation sur son domaine N-terminale , CK1a phosphoryle la
ser 45 ensuite GSK3b phosphoryle la ser33 ,SER 37 et Thr 41, la B-caténine sera alors
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reconnu par la sous unité¢ beta TRCP de 1’ubiquitine ligase E3,une fois ubiquitiné la (-

caténine sera alors dégradée par le protéasome.

La voie Whnt est activée en présence du ligant Wnt (Wnt on), qui se lie au corécepteur
FZD-LRP5-LRP6 qui recrute I’Axin [68] et la Dishevelled (DVL) [69 et 70], bloquant ainsi
phosphorylation de -caténine par I’Axin et donc préviens sa dégradation [71], ce qui induit

une translocation nucléaire (Fig.5).
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BTRCP, E3 ubiquitin ligase subunitBTRCP; CK1y, casein kinase I isoform-y; EMT, epithelial-mesenchymal transition; FZD,
Frizzled; FOXO, forkhead box protein O; HIF 1o, hypoxia-inducible factor 1a; LEF, lymphoidenhancer-binding factor ; LRP,
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low-densitylipoproteinreceptor-relatedprotein; TCF, T cell factor.
Figure 5 : mécanisme de la voie de signalisation Wnt [66].

Au niveau du noyau, la B-caténine ne pouvant se lier directement a I’ADN , des Co-
activateurs tels que (BCL-9 ,Pygopus,CBPcrebbindingprotein, P300...) et d’autres facteurs de
transcriptions dont les plus commun dans la voie Wnt B-caténine (TCF/LEF) T cell
factor/lymphoidenhancer-binding factor [72], mais également hypoxia-inducible factor la
(HIF1a) [73], forkhead box protein O (FOXO) [74]. Les génes ciblés codent pour des
protéines impliquées dans :

e la proliferation ( MYC, cyclin D1, epidermal growth factor receptor EGF ,
vascular endothelial growth factor VEGF and insulin-like growth factor |
IGF1).

e La dédifférenciation ou la transition epithelial-mésenchymateuse (tell que
Claudin, SNAII and Twist).
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e L’interaction a la matrice extracellulaire (metalloproteinases et fibronectine)

e [D’inflammation (IL-6, IL-8 and cytochrome coxidasesubunit 2).

e le métabolisme (excitatoryaminoacid transporter 2 (GLT-1), glutamine
synthetase, ornithineaminotransferase et cytochrome P450 A2) [71].

Au niveau du foie, la voie de signalisation Wnt/p-caténine est cruciale pour divers
fonctions essentiels, comme le développement hépatobiliaire, le destin cellulaire au cours du
développement embryonnaire et 1’auto renouvellement de cellules souches chez 1’adulte

I’homeéostasie et la réparation [75 et 76].
1.3.1.4. Implication de la voie WN-g-caténine dans le carcinome hépatocellulaire

Comme dans d’autres cancers, les voies de signalisation qui sont propre a
I’embryogéneése sont réactivées dans les pathologies hepatiques et la tumorogenése [77 et 78].
C’est également le cas pour la voie WNT- B-caténine qui est hyperactive dans le CHC ou
dans 20-35% on retrouve des mutations génétiques et/ou des activations aberrantes dans des

genes clés ayant pour rdle la régulation de cette voie [11, 23 et 79].

Par ailleurs, des études in vitro sur des cellules souches hépatique humaine
cancéreuses CD133+ ont montrées que les molécules responsables de la dégradation de la 3-
caténine sont sous exprimées, ce qui favorise la translocation nucléaire de la B-caténine et
donc la chimiorésistance et des métastases [80]. 75% des mutations activatrices de CTNNB1
sont des substitutions faux-sens qu’on retrouve dans 18.5% des CHCs. AXIN1 est mutée dans
8% des CHCs, et 30% de ces mutations sont des substitutions faux sens, et 37.5% des
substitutions non-sens [81, 82 et 83].

Les CHCs liés a une hépatite C (HCV) ou non virales ont une fréquence supérieure de
mutations de CTNNB1 (28% et 26%, respectivement) alors que les CHCs liés a une hépatite
virale B ont une fréquence de (11%) [81], enfin la fréquence des mutations de CTNBB1 dans
les CHCs liées a I’alcool est de (42%) [82 et 83]. Pour les mutations de I’AXINI, il a été
démontré qu’elles étaient plus fréquentes dans les CHCs liés au HBV (18%) comparé aux
CHCs liés au HCV ou non virale (14% et 8%, respectivement) [81].
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1.3.2. Antigéne carcino-embryonnaire

La famille des Antigénes Carcino-Embryonnaires humains (ACE) appartenant a la
superfamille des immunoglobulines (Ig) comprend de 35 genes / pseudo-genes (21 sont
codant pour des protéines) situés sur chromosome 19 (entre q13.1-13.3) subdivisé en 2 sous-
groupe les CEACAM (molécules d'adhésion cellulaire liées a un antigéne carcino-
embryonnaire) et PSG (glycoprotéines spécifiques a la grossesse). Ces membres du sous-
groupe CEACAM sont principalement associés a la membrane cellulaire et présentent un
schéma d'expression complexe dans les tissus normaux et cancéreux. Le gene CEACAMS5,
également connu sous le nom de CDG66e, code pour la protéine, ACE [84 et 85]. Le
CEACAMS est surexprimé dans la majorité des carcinomes, y compris ceux du tractus gastro-

intestinal, des systémes respiratoire et génito-urinaire et du cancer du sein [86].

Malgré la surexpression de divers geénes de I’ACE dans des cancers tres divers, il est
principalement utilisé en tant que bio- marqueur sérique pour le diagnostic et le pronostic des

cancers colorectaux (CRC) et dans la détection des métastases hépatiques [87].
1.3.2.1. Structure

Les CEACAM présentent un domaine variable appelé le domaine N, a la seule
exception de CEACAM16 qui consiste en deux N domaines. Le domaine N est suivi soit par
aucun ou par des domaines Ig de type C2 appelés A ou B. Le CEACAM5 (CEA) comprend
un domaine N suivi de six domaines de type C2 (Al, Bl, A2, B2, A3 et B3). Les
glycoprotéines liées a la membrane sont ancrées a la surface cellulaire soit par un domaine
transmembranaire tel que CEACAMS-8, soit ancrées a la membrane par une ancre de
glycophosphatidyl-inositol, y compris CEACAML1, 3, 4, 19, 20 et 21. Les domaines
cytoplasmiques CEACAM 19 et 20 ont des motifs d'activateur a base de tyrosine (ITAM)

immuno-récepteurs (Fig. 6) [88].
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Figure 6 : représentations schématiques de la structure des membres de la famille
CEACAM [88]

1.3.2.2. Role physiologique

Les CEACAMSs montrent des modeles d'expression distincts sur différents types de
cellules [22 et 90]. Certaine exclusive a des lignées cellulaire spécifique, d’autres se trouvent
dans des tissus divers. Certains membres de la famille jouent aussi des réles fonctionnels dans
des événements particuliers tels que l'audition dans l'oreille interne (CEACAML16) ou
phagocytose de bactéries pathogenes (CEACAMS3) [20 et 90].

Cependant, la plupart des CEACAM peuvent étre considérés comme des
modulateurs de la communication cellulaire générale. Ces protéines remplissent des fonctions
diverses, I'adhésion cellulaire, la différenciation, la prolifération, et la survie, en se croisant
avec d'autres récepteurs cellulaires et transmettre des signaux dans la cellule. En effet, la
transduction du signal est faite par l'intermédiaire de membres distincts de la famille de
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CEACAM, qui englobent un domaine cytoplasmique, telle que CEACAM3 et une variante
d’épissure de CEACAMI avec un domaine cytoplasmique long [90 et 91].

La CEACAM 5 aussi appelé CEA (anglais) ou ACE qui fait partie des CEACAM
ancrées par GPI (glycosylphosphatidylinositol) soutien sa fonctionnalité en I'absence d'un
domaine cytoplasmique et donc il n’y a pas de mécanisme de transduction de signal précis,
néanmoins elle joue un réle important dans 1’adhérence cellulaire, 1’activation de signale de
survie dans d’autre cellule et peut provoquer une tolérance immunitaire via leurs interactions

avec les récepteurs de cellule immunitaire [20].

1.3.2.3. Implication de D’antigéne carcino-embryonnaire dans le processus

meétastatique

Le processus de métastase est divisé en plusieurs étapes dans lequel les cellules
malignes se propagent a partir du site de I'organe tumoral d'origine pour coloniser des sites
d'organes distants [92, 93 et 94]. La cascade métastatique implique des événements
biologiques cellulaires tres complexes. Pour métastaser, les cellules cancéreuses doivent
supporter des stimuli stricts des environnements voisins et franchir une séquence d'étapes

(Fig.7). Ces étapes comprennent :

e Invasion locale de cellules cancéreuses dans la matrice extracellulaire
environnante (MEC) et les couches de cellules stromales.

e Intravasation dans les vaisseaux sanguins, la survie et la circulation dans les
vaisseaux sanguins.

e Arrét sur des sites d'organes distants, une extravasation dans le parenchyme de
tissus distants.

e Survie initiale dans microenvironnements et réinitiation de la prolifération sur
les sites métastatiques afin de générer des excroissances néoplasiques

macroscopiques et detectables cliniquement [95].
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Figure 7 : Représentation schématique des événements biologiques impliquant I’ ACE
dans le processus meétastatique [92].

Les protéines indiquées en rouges interagissent directement avec I’ACE. Les fléches en point

représentent les conséquences de I'ACE sur les événements biologiques.

Théoriquement, les cellules cancéreuses en circulation issues du cancer primitif
peuvent se disséminer et survivre dans une grande variété de tissus et d’organes secondaires.
Cependant, des métastases n'ont été rapportées que dans un sous-ensemble limité d'organes
cibles [96]. Les microenvironnements hotes pourraient étre 1’un des facteurs importants et des
déterminants majeurs de la survie des cellules cancéreuses dans des tissus étrangers. Les
cellules cancéreuses provenant dun organe spécifique pourraient avoir des cibles
preférentielles de métastases. Les principaux organes cible des métastases de CRC sont le foie
et les poumons, tandis que les principaux organes responsables des meétastases mediées par le
cancer du sein sont les os, les poumons, le foie et le cerveau [96 et 97]. Au cours de la

métastase, les cellules cancéreuses acquiérent la capacité de modifier le microenvironnement
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pour favoriser leur survie dans les organes secondaires. Les réponses inflammatoires
produites par les cellules stromales adjacentes ou les macrophages recrutés par les cellules
cancéreuses, sont les facteurs les plus importants pour la survie des cellules dans les tissus
étrangers et les métastases ultérieures [98 et 99]. De nombreux niveaux d'expression génique

liés au systeme immunitaire sont affectés par les métastases.

I existe une relation directe entre la production de I’ACE et le potentiel métastatique
du foie [100], vu que Il'injection d’ACE a des souris avant l'injection de cellules cancéreuses
faiblement métastatiques peut augmenter le potentiel métastatique des cellules injectées [101].
Le potentiel métastatique des lignées cellulaires de cancer colique peut augmenter apres
transfection a I'ADNc d’ACE [102]. Inversement, l'inhibition de l'expression de I’ACE peut
réduire les potentiels métastatiques hépatiques de ces cellules [103]. L’ACE posséde un bloc
d’acides aminés de Pro-Glu-Leu-Pro-Lys (PELPK) situé en position 108-112 entre les
régions charniére des domaines N et A1 de I’ACE. La séquence d'acides aminés penta-peptide
PELPK est le motif de liaison de I’ACE aux cellules de Kupffer, qui est associé a l'initiation
de la métastase et a la transition mésenchymateux-épithéliale (MET) des métastases

hépatiques provenant de cellules CRC circulantes [17 et 104].

Les effets de ’ACE sur les métastases hépatiques incluent la survie des cellules
tumorales circulantes dans les vaisseaux sanguins, 1’activation des cellules de Kupffer par
liaison a hnRNP M4, la protéine membranaire de Kupffer, la modification du
microenvironnement hépatique, 1’adhésion et la survie des cellules CRC en circulation dans le

foie.

- La survie dans le sang : La plupart des cellules, a l'exception des cellules sanguines en
circulation, restent a proximité des tissus. Cela permet une communication efficace entre les
cellules adjacentes et la matrice extracellulaire afin de fournir des signaux essentiels pour la
croissance et la survie. Lorsque les cellules se détachent de la matrice extracellulaire, elles
perdent les interactions normales cellule-matrice et la polarité cellulaire. Ils peuvent subir une
anocése, un processus d'apoptose induit par le détachement de cellules dépendantes de
I'ancrage des environnements environnants ou de la MEC [105]. Les métastases dans des
organes secondaires distants nécessitent que les cellules tumorales surmontent la mort
cellulaire induite par I'anoikis et survivent dans les vaisseaux sanguins. La mort cellulaire
induite par Anoikis est associée a une perte de signalisation de I'adhésion cellulaire induite par

les intégrines [106 et 107]. Les cellules isolées peuvent produire un ligand induisant
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I'apoptose liée au facteur de nécrose tumorale (TNF) (TRAIL) [108]. L’ACE se lie au
récepteur de mort DR5 [109] et inhibe la transduction du signal de mort cellulaire en aval via
la séquence penta-peptide PELPK [110]. L’ACE a la surface cellulaire peut également
interagir directement avec le récepteur de type | du facteur de croissance transformant [
(TGF-B) (TBRI), L'interaction modifie la voie du signal TGF-f en aval et augmente la

prolifération des cellules tumorales [111].

-L’activation des cellules de Kupffer : Dans la cascade métastatique, les cellules tumorales en
circulation sont arrétées au niveau d'organes distants par des macrophages issus de la
différenciation des monocytes dans les tissus qui protégent les tissus parenchymateux. Les
macrophages stimulent également les lymphocytes et d'autres cellules immunitaires a réagir
aux agents pathogenes [112]. Les cellules de Kupffer sont des macrophages hépatiques situés
dans les sinusoides hépatiques via la circulation portale. Les cellules de Kupffer font face a la
lumiére sinusoidale et touchent directement la circulation porte [113]. Des niveaux élevés
d’ACE circulant sécrété par les cellules cancéreuses provenant du foyer cancéreux peuvent
activer les fonctions des cellules de Kupffer en interagissent avec la protéine hnRNP M4
exprimeée sur sa membrane jouons ainsi le role de récepteur de la protéine ACE [18] en créant

des liaisons avec la séquence peptidique PELPK de I’ACE [17, 114].

Les principaux réles de hnRNP sont la régulation du traitement de 'ARNm, I'épissage
alternatif, la biosynthése des microARN et le transport de 'ARNm vers le cytoplasme a partir
du noyau mais pour des raisons inconnue il est exprimé au niveau membranaire [115].Les
cellules de Kupffer expriment deux variantes d'épissage de hnRNP M4. Les cellules activées
induisent la surexpression de cytokines comprennent : l'interleukine- (IL-) 1-a, I'lL-1-B, I'IL-6
et I'lL-10, l'interféron-y (IFN-y), TGF-B; TNF-a; facteur d'activation des plaquettes (PAF); la
protéine chimiotactique monocyte-1 (MCP-1); protéine inflammatoire des macrophages
(MIP-1) [19, 116, 117]. Ce qui modifie le microenvironnement pour permettre aux cellules

tumorales en circulation de survivre dans le foie [118].

D’une autre partie 1L-1-f et le TNF-a entraine la surexpression de molécules
d'adhésion cellulaire telles quelCAM-1, VCAM-1 et E-sélectine dans des cellules
endothéliales, augmentant ainsi lI'adhésion des cellules tumorale aux cellules endothéliales
[19, 116]. L’accumulation de cellules cancéreuses dans le foie cause une augmentation des
taux de ROS et NOS dans le parenchyme hépatique via les cellules immunitaires [119],

cependant, Les cellules de Kupffer activées par I’ACE peuvent libérer la cytokine anti-
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inflammatoire IL-10, aidant ainsi la survie des cellules tumorales en raison de l'inhibition de
la régulation a la hausse du monoxyde d'azote synthése inductible et de la production de NO
et de ROS [120]. L'IL-6 sécrétée par les cellules de Kupffer activées peut favoriser la
formation de métastases via le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) [121, 122]. Une
corrélation entre le niveau d'expression de I’ACE et de I'lL-6 a été rapportée dans le sérum de
patients atteints de CCR [122].

-L’activation des molécules d’adhésion : L'adhésion cellule-cellule est essentielle pour leurs
communications et la préservation de 1’architecture tissulaires. L’ACE présente en tant que
protéine d’ancrage membranaire liée au GPI fonctionne comme une molécule d’adhésion de
cellule a cellule reliant les membranes des cellules épithéliales et dans le clustering cellulaire
[20]. L’ACE liée au GPI affecte également l'adhésion intercellulaire par auto-interaction
réciproque antiparalléle et homophile ACE-ACE ou d’ACE-CEACAML. Pour les interactions
homophiles et hétérophiles, une interaction du domaine N avec les domaines Ig variables et le
domaine A3B3 de I'nomologue ACE est requise [123]. Ce phénomeéne est une caractéristique
unique de I’ACE [124]. L’ACE a la surface des cellules perturbe l'architecture tissulaire et
inhibe la différenciation et l'anoikose par l'activation avec la voie signalétique de l'intégrine
a5B1 (récepteur principal de la MEC) [14]. Ainsi, sa Co-localisation avec I’ACE augmente la
liaison des cellules a la fibronectine et active les signaux en aval via la régulation de I'activité
de PI3K et de la PKB [125].
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L’objectif de notre travail est de chercher I’intérét pronostique, diagnostique et
thérapeutique de deux molécules, incriminées dans le processus pré-néoplasique, a savoir la-
caténine et l’antigéne carcino embryonnaire (ACE).Il s’agit des études rétrospective et
prospective portant sur des cas de cancers hépatiques primitifs et secondaires confirmés
histologiquement au sein du Service d’Anatomie pathologique du CHU de Béni-Messous et
du Centre Pierre et Marie Curie d’Alger. L’étude s’étend sur une période de dix mois, de

septembre au juin 2019.
I. MATERIEL
I.1.Matériel biologique

Quarante blocs paraffinés de biopsie et de piéces opératoires des patients atteints de
cancer hépatique, de cirrhose et d’hépatite, répertoriés et archivés aux laboratoires ont fait

I’objet de la présente étude.
1.2.Matériel non biologique

Une gamme de matériel non biologique est utilisée au cours de 1’expérimentation.

L’ensemble d’appareillage, de verrerie et de réactifs est présenté dans I’annexe 1.
Il. METHODES
11.1. Etude rétrospective

L’étude rétrospective porte sur 300 cas de carcinome hépatocellulaire ou de métastases
hépatiques de diverses origines ainsi que de cirrhose et de I’hépatite virale. Les cas sont
répertoriés durant une période de 5 ans (2013 a 2017). Nous avons analysé les caractéristiques
épidémiologiques, cliniques, l'aspect anatomopathologique et le suivi des patients. Le recueil
de données est realisé a partir des dossiers cliniques des patients et des renseignements
accompagnant les prélevements. Le diagnostic a été posé par 1’examen histologique. Une
confirmation immunohistochimique a été réalisée par les anticorps anti B-caténine et anti
ACE.
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11.2. Etude prospective

L’étude prospective est basée sur 1’analyse anatomopathologique de quarante cas de
CHC (n=10), de métastase (n=10) d’hépatite (n=10) et de cirrhose (n=10).Cette analyse est
une étape décisive dans la prise en charge d’un patient porteur d’un cancer. Cette analyse

déterminante comporte plusieurs étapes :

11.2.1.Analyse macroscopique

A travers la macroscopie, la piéce opératoire est examinée, mesurée, pesée, palpée
puis disséquée par le pathologiste. L’examen permet de sélectionner les zones prélevé pour
1I’étude microscopique : zones 1ésées, zones d’aspect macroscopique sain et limites d’exérése
qui seront a la suite coupes en morceaux de petite taille et mis dans des cassettes puis dans le

formol & 10% pour les fixer.

11.2.2.Analyse histologique

L’analyse histologique consiste a observer au microscope, les prélévements afin de
définir s’il s’agit d’une tumeur ou de lésions ou s’il s’agit d’une tumeur maligne. La technique

est réalisée selon plusieurs étapes :

-Fixation : afin d’éviter I’autolyse, le durcissement des prélevements, ces derniers sont fixés
dans du formol pendant 24heuresenviron.

- Déshydratation et imprégnation : le but de la déshydratation est d’éliminer 1’eau a partir des
tissus pour permettre ensuite 1’imprégnation a la paraffine. Cette étape est réalisée par un
automate Leica composé de6 bacs d’éthanol avec des concentrations croissantes
(50°,60°,70°,80°,90° et 100°), suivis de xyléne et un mélange xyléne et de paraffine pour finir

avec 2 bacs de paraffine pure passant deux heures dans chaque bac.

-Inclusion et mise en bloc : les prélevements, orientés dans des casettes sont placés dans des
moules contenant de la paraffine dissoute. Apres refroidissement, les cassettes sont décollées

des moules. Le bloc de paraffine est placé sur le microtome Leica.

-Confection des coupes et séchage : les blocs sont coupés en rubans avec une épaisseur de
3um, puis étalés sur des lames propres déposées sur une plaque chauffante a 40°C. Les lames

sont ensuite séchées dans une étuve réglée a 42 °C pendant une nuit.
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-Déparaffinage et rehydratation :  Cette étape a pour but de retiré la paraffine du tissu et la
remplacer par ’eau pour permettre la pénétration des colorants. Elle consiste a passer les
lames dans des bains de xylene pendant 5Sminutes pour éliminer la paraffine. Cette étape est
suivie par une réhydratation des coupes dans des bains d'éthanol de degrés décroissants (100°-
90°-80° et 70°).

-Coloration : Les coupes sont colorées par I’hématoxyline ¢osine (HE) qui est une coloration
dichromatique qui se compose d’un colorant nucléaire, 1’hématoxyline et d’un colorant
cytoplasmique, 1’éosine. Les lames sont placées dans un bain d’hématéine pendant 3 minutes
puis lavées deux fois a I’eau courante pendant 5 minutes. Les lames sont ensuite colorées dans
un bain d’éosine pendant 1 minute puis rincées a 1’eau courante puis placées dans quatre bains

d’alcool croissant puis dans trois bains de xylene pour 1’éclaircissement.

- Montage et observation : une lamelle est fixée sur chaque lame par I’Eukitt. Les lames sont
nettoyées au xyléne puis séchées a 1’air et observées au microscope photonique aux différents
grossissements (x40, x100 et x400). La prise des photos est effectuée a 1’aide d’un photo-
microscope. Les photos sont ensuite traitées par un logiciel Leica (Asez).

Les types histologiques des cancers sont déterminés selon la classification de

I’Organisation mondiale de la Santé (OMS).
11.2.3.Etude immunohistochimique

Dans certains cas, le typage des cancers est difficile sur coloration standard et le recours a

I’étude immunohistochimique (IHC) s’avére indispensable pour poser le diagnostic avec

certitude, d’autant plus que la conduite thérapeutique en dépend. Cette technique permet de

visualiser spécifiquement la distribution et la quantité d'une certaine molécule dans le tissu,

exécutée sans destruction de l'architecture histologique, en utilisant une réaction spécifique

antigene anticorps [126].Pour cela, un panel de plusieurs anticorps primaires et secondaires a été

utilisé afin de mettre en évidence 'expression des molécules, 3-caténine et ACE, impliquees dans

le développement tumoral.

Le principe de I’THC consiste @ marquer I’anticorps lié a I’epitope a I’aide d’une enzyme.
Cette derniére en présence du substrat produit des dép6ts colorés indicateurs de la formation

des complexes anticorps-antigénes [126].
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Amplification
DAB+H,0.
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DAB, diaminobenzidine; HRP, horseradishperoxidase

Figure 8 : Illustration de la technique d’immunohistochimie indirecte et son
amplification [126].

11.2.3.1.Etapes de la technique

» Préparation des coupes histologiques : pour cette étude des lames silanisées sont
sélectionnées. Le silane(SiH4) permet de fixer la coupe histologique et lui permet de
résister a la chaleur. Aprés marquage, les coupes fines (2 a 3 um) sont étalées. Les
lames sont ensuite séchées, déparaffinées et réhydratées.

» Deémasquage des sites antigéniques : la fixation au formol induit un masquage des
épitopes. Le démasquage sert a casser les liaisons formées entre les protéines lors de
cette etape, rend les épitopes plus accessibles a 1’anticorps et libére les sites
antigéniques. Le démasquage se fait selon la technique HIER (The heat induced
epitope retrieval) dans le TRS (Target Retrieval Solution) concentré a 50 fois placé
dans un bain mari & 97° pendant 35 a 40 minutes.

> Refroidissement et lavage : Aprés le démasquage, nous laissons les lames a I’air
ambiant pendant 20 minutes pour éviter le choc thermique. Les lames sont lavées avec
I’eau distillée puis avec le tampon TBS-T (tris-buffer saline solution containing tween
concentré a 20 fois, pH7, 6).Une fois les lames sont égouttées, les coupes sont
entourées avec un Dako Pen pour éviter le débordement des réactifs. Les lames sont

placées dans une chambre humide.
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> Protocole d’ immunohistochimie

- Inhibition des peroxydases endogenes : En leur fournissant le substrat, les peroxydases
endogénes sont bloquées afin d’éviter qu’elles ne parasitent le signal des peroxydases
exogeénes apportées lors de la réaction. Pour cela, 1’d’H20- est déposé sur les lames.
Celles-ci sont ensuite incubées pendant 5 minutes puis immergées dans trois bains de
tampon TBS-T froid pendant 5 minutes chaque bain.

- Anticorps primaire : Apres I’ajout de 100 pl de I’anticorps primaire (monoclonale)
ACE ou B-catenine, les lames sont incubées a I’ombre pendant 35 minutes a
température ambiante. Les lames sont ensuite lavées trois fois dans le TBS-T pendant
5minutes chacune.

- Amplification : I’anticorps secondaire est ajouté et incuber pendant 15 & 30minutesa
température ambiante a 1’abri de la lumiére. Les lames sont ensuite lavées trois fois
dans une solution de TBS-T pendant Sminutes chacune.

- Révélation : la révelation est réalisée dans un mélange d’une goutte de chromogéne
DAB (3,3-diaminobenzidine) dans 1 ml de tampon tween pendant 2 & 3 minutes a
température ambiante. Les lames sont ensuite lavées dans de 1’eau distillée puis
bleuies dans une solution ammoniacale (3%) puis lavées encore dans de I’eau distillée.

- Contre coloration : La contre coloration offre un contraste avec le chromogene pour
une meilleure discrimination du signal cible, pour cela les lames sont trompées dans
I’hématoxyline de Mayer pendant3 min puis lavé a I’eau courante. On doit ensuite
bleuir les lames dans une solution ammoniacale et lavées a 1’eau distillée.

- Montage et Observation : Les lames passent dans des bains d’alcool croisant pour
I’éclaircissement ensuite dans le toluene. Pour le montage, une lamelle est fixée sur
chaque lame par I’Eukitt. Les lames sont séchées a 1’air libre et observées au
microscope photonique aux différents grossissements (x40, x100 et x400). La prise
des photos est effectuée a ’aide d’un photo-microscope. Les photos sont ensuite

traitées par I’ordinateur doté d’un logiciel Leica (Asez).

En général, I’interprétation des résultats est faite par le pathologiste qui rédige et signe un

Compte rendu.
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CHAPITRE 11 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans ce chapitre, les résultats atteints sont présentés, sous forme de tableaux, secteurs et

micrographies, interprétés et discutés selon la bibliographie.

111.1.Etude rétrospective

Cette étude descriptive s’étend sur une période de cinq ans, de 2013 a 2017, et portant sur
300 cas différents de carcinome hépatocellulaire (CHC) et de métastases de diverses origines

confirmés histologiquement.

111.1.1. Répartition du nombre des patients selon I’année de recrutement

80
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70
[72]
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@ 50 46
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o 19 17 M chc
=Z 20
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Figure 9 : Répartition de ’ensemble des cas selon ’année de recrutement.

Sur une période de cing années, 230 cas incidents de métastases hépatiques sont
diagnostiqués avec un nombre important (70 cas) au cours de I’année 2015 (Fig.9 ; tableau VI,
annexe 2). Dans notre série, le nombre de métastases est nettement supérieur a celui des CHC (70
cas) avec un rapport 3,2 : 1.Ce résultat est similaire a celui distingué dans une série japonaise avec
un rapport 2,6 :1 [42] et contradictoire & d’autre études citant les tumeurs hépatiques comme étant
plus courantes que les métastases en Asie et Afrique subsaharienne [43]. Les métastases, d’origine
différente, sont retrouvées dans le foie qui est le site privilégié d’établissement des métastases
provenant de plusieurs types de cancers, en particulier les tumeurs colorectales, mammaires et
pulmonaires[127] qui ont une prévalence élevé en Algérie selon I’institut national de santé
publique [128]. Des travaux récents menés par Lee et al. [129] suggérent que cette localisation
préférentielle serait causée par 1’action pro-inflammatoire des cellules hépatiques qui crée un
milieu d’accueil idéal pour I’établissement et la croissance des métastases. Sur cing ans,
I’incidence du carcinome hépatocellulaire est importante en 2017 (27/70 cas) qui est di
probablement a la sensibilisation de la population vis avis du cancer rendant le diagnostic plus

rapide et plus fréquent.
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111.1.2.0rigine des métastases

2%

M colorectale W mamaire M pancreatique [ biliaire H pulmonaire

H peau M surénale Hendométre M indétérminé

Figure 10 : Répartition des métastases selon leur origine.

Les métastases d’origine mammaire représentent 74 cas (32%) de 1’ensemble des cas
enregistres. Les autres métastases sont moins fréquentes, notamment les colorectales avec 50 cas
(22%) et les pancréatiques avec 35 cas (15%) (tableau XI, annexe 2). Ces résultats concordent aux
données trouvés par Lee et al. [92], Fidler et al. [91] et Hess et al. [130]. La prédominance des
métastases mammaires peut étre expliquée par I’incidence trés élevé du cancer du sein en Algérie
[128].Néanmoins, il faut signaler que d’autres travaux ont trouvé une prédominance des métastases

colorectales dans le foie [46]. ( on doit idre la rvenance des origine )

111.1.3. Analyse des données sur le carcinome hépatocellulaire

111.1.3.1.Répartition des cas de carcinome hépatocellulaire par sexe

B femmes M hommes

Figure 11 : Répartition des cas de carcinome hépato cellulaire par sexe.
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La répartition des cancers par sexe (Fig. 11 ; tableau VIII, annexe 2) montre une
prédominance chez I’homme des carcinomes hépatocellulaires 41 cas (59%) par rapport aux
femmes 29 cas (41%) avec un sex-ratio homme/femme de 1,43. La prédominance masculine est
retrouvée dans la plupart des études nationales [131] et internationales [132, 133, 134 et 135]. Ceci
s’explique probablement par la consommation excessive d’alcool et de tabac, facteurs de risque
du carcinome hépatocellulaire, chez I’hommes par rapport a la femme qui sont moins sujettes a
ces pratiques [133].Un autre facteur pouvant expliquer I’incidence plus élevée chez les hommes
que chez les femmes est la fréquence supérieure des hépatopathies chroniques chez les hommes
[136].

111.1.2.2. Répartition des cas de carcinome hépatocellulaire par tranche d’ige
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Figure 12 : Répartition des cas de carcinome hépatocellulaire par tranche d’age.

Dans notre étude (Fig. 12 ; tableau VII), I’incidence du CHC chez les patients dont 1’age
est >40 ans , devient importante chez les sujets agés (entre 70 et 80 ans) 21cas (30%). Des résultats
similaires sont rapportés par chikhi [131].

Dans notre contexte, I’affaiblissement du systéme immunitaire avec 1’age, le mode de vie
[132, 133] et la prévalence élevée de ’infection par ’hépatite virale B [75, 126, 134] peuvent
expliquer la fréquence des CHC chez les agés. Cependant, I’implication de ces facteurs doit étre
confirmée par des études épidémiologiques plus poussées a la recherche d’autres facteurs
environnementaux. Par ailleurs chez les enfants, un seul cas est collecté durant les cing ans. Le
Méme résultat est rapporté par 1’étude de Perugorria et al. [137].
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111.1.2.4.Corrélation entre ’age et le sexe des patients atteints de CHC
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Figure 13 : Corrélation entre I’Age et le sexe des patients atteints de carcinome

hépatocellulaire.

Dans notre série, 1’age moyen chez les hommes est plus élevé que chez les femmes (64 ans
contre 59 ans) (Fig.13 ; tableau X, annexe 2) cela coincide avec les données du registre des tumeurs
d’Alger [128]. Nos résultats sont similaires a la plupart des séries rapportées dans la littérature [66
et 133].

Le CHC survient souvent chez le sujet agé de plus de 60 ans et de sexe masculin [138, 139]
mais peut se voir a tout &ge ; méme chez les jeunes de moins de vingt ans [140, 141]. Sa pathogénie
n'est pas encore bien élucidée. Plusieurs facteurs de risque pathogéniques sont évoqués tels que
les radiations ionisantes, I'exposition a des toxines [142] ainsi que l'adénome hépatique comme

Iésion précancéreuse potentielle [143].
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111.1.2.3.Répartition des cas de carcinomes hépatocellulaires par le grade de

différenciation

M bien différencié
® moyenement différencié

m peu différencié

Figure 14 : Répartition des cas de carcinome hépatocellulaire par I’état de différenciation

cellulaire.

Les résultats obtenus (Fig.14 ; tableau IX, annexe 2) montrent la prédominance du CHC
bien différencié qui est plus fréquent (78%) dans notre série par rapport au moyennement
différencié (19%) et le peu différencié (3%). Ces pourcentages concordent avec ceux de 1’étude

menée par Chikhi [131] sauf que ces auteurs ont marqué 1’absence de cas de CHC peu différencié.
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111.2.Etude prospective

L’observation des coupes histologiques et le marquage immunohistochimique réalisés sur
les 40 cas d’hépatite, de cirrhose, de CHC et de métastases sont présentés sous forme de

micrographies et de tableaux.

111.2.1. Etude histopathologique

111.2.1.1. Cas d’hépatite

En comparaison avec les bien différencié (Fig. 15), le parenchyme hépatique atteint
d’hépatite virale, présente une structure conservée composée de travées hépatocellulaires avec un
foyer inflammatoire au niveau portal (Fig. 16 a et b).
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Figure 15 : Coupe histologique d’un parenchyme hépatique sain (t¢émoin).
Coloration HE; Gr: x100 (a); x400 (b).

Vc : Veine centrolobulalre Vp veine porte ; H : Hepatocyte N : Noyau Lob. : Lobule
- infiltra inflammatoire.
Figure 16 : Coupe histologique d’un foie atteint d’hépatite virale (a partir d’une biopsie).
Coloration HE; Gr: x100 (a); x400 (b).
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111.2.1.2. Cas de cirrhose

Le parenchyme hépatique atteint d’une cirrhose est caractérisé par la présence des nodules

délimités par un des bondes de fibro-colagénique (Fig. 17 a et b).
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- OV R e MW=
A MCTL OV -

S R g
Nod. : Nodule ; Ep : espace porte ; F: fibrose

Figure 17 : Coupe histologique d’un foie atteint d’une cirrhose (a partir d’une biopsie).
Coloration HE; Gr: x100 (a) ; x400 (b).

111.2.1.3. Cas de carcinome hépatocellulaire bien différencié
Le CHC bien différencié présente une architecture trabéculée et pseudo-acineuse. Les

cellules tumorales sont souvent de plus petite taille que les hépatocytes normaux avec un noyau

parfois élargi muni d’un petit nucléole (Fig. 18 a et b).

AT - -y

VP : veine porte ; S : sinusoide ; TH : travée hépatocytaire
Figure 18 : Coupe histologique d’un Carcinome hépatocellulaire bien différencié.
Coloration HE;Gr : x200(a) et x400 (b).

31

—
| —



CHAPITRE 11 RESULTATS ET DISCUSSIONS

111.2.1.4. Cas de carcinome hépatocellulaire moyennent différencié

Le parenchyme hépatique siege d’un foyer de CHC est compose de travées épaisses et de

structure acineuse avec des noyaux atypiques (Fig. 19 a et b).

T et
aq?ﬁ‘

T:tumeur ; H: hépatocyte

Figure 19 : Coupe histologique d’un carcinome hépatocellulaire moyennement différencié.
Coloration HE ; Gr: x100 (a); x400 (b).

111.2.1.5. Cas de carcinome hépatocellulaire peu différencié

Le CHC peu différencié présente une architecture complétement bouleversé. Les cellules
tumorales peuvent présenter plusieurs atypies nucléaires marquées (irrégularité de la taille),
cytoplasmiques (éclaircissement du cytoplasme) et une grande activité mitotique (Fig. 21 a et b).

,‘,nb"‘-‘ &% - ""f“ 4 ! e =Y
T : tumeur ; E : cytoplasme éclaircie ; Nm : noyau en mitose.

Figure 20 : Coupe histologique d’un carcinome hépatocellulaire peu différencié. Coloration
HE ; Gr : x100 (a) ; x400 (b).
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111.2.1.6. Cas de métastases hépatiques

Au faible grossissement (Fig. 21 a), la structure d’une métastase hépatique présente un
foyer nécrosé qui oriente souvent vers une origine digestive. La métastase présentée est

caractérisée par une prolifération néoplasique maligne d’aspect glandulaire (Fig. 22 b).

StG. : structure glandulaire ; N : nécrose ; St : stroma tumorale.

Figure 21 : Coupe histologique d’une métastase hépatique. Coloration HE; Gr: x100 (a);
x400 (b).

Une autre métastase hépatique montre une prolifération néoplasique épithéliale maligne
faite de flague de substance mucoide contenant des glandes distendues tapissees par un epithélium

atypique (Fig. 22 a et b).

ST : stroma tumorale ; T : tumeur ; M : substance mucoide.

Figure 22 : Coupe histologique d’une métastase hépatique avec prolifération néoplasique.
Coloration HE; Gr: x100 (a); x400 (b).
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La prolifération épithéliale maligne est agencée en structure glandulaire au sein d’un trainé

fibreux avec des atypies cytonucléaires (Fig. 23 a et b).

H : hépatocyte ; ST : structure tumorale ; T : tumeur

Figure 23 : coupe histologique d’une proliferation épithéliale maligne
Coloration HE; Gr: x100 (a); x400 (b).
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111.2.2. Etude immunohistochimique

Dix cas de chaque pathologie (hépatite, cirrhose, CHC et métastases hépatiques) ont bénéficié
d’un marquage, par I’immunohistochimie, de la B-caténine et 1’antigéne carcino-embryonnaire.

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de figures et des tableaux.
111.2.2.1. Immunomarquage de I’antigéne carcino-embryonnaire

C’est la premicre fois que I’'immunomarquage est appliqué sur des cas d’hépatite, de
cirrhose et de CHC. Ces derniers montrent un marquage négatif sauf au niveau canaliculaire (Fig.
24 a,b,c,d,eetf;tableau I, Il, Il et IV, annexe 2). D’aprés les données bibliographiques, I’ACE
ne devrait pas étre présent au niveau canaliculaire. Il est possible que son marquage revient a la
similarité de la structure entre la molécule et la glycoprotéine biliaire excrétée dans la bile [144]

ou ce cas présente un état précancéreux [8, 54].

Dans notre serie, 80% des cas de métastases hépatiques présente un marquage positif
d’ACE dans les cellules tumorales infiltrant le foie et un marquage négatif dans les tissus sains au
voisinage (Fig. 24 g et h ; tableau | et VV annexe 2). Ces résultats completent ceux de la littérature
qui décrit la présence d’ACE sauf dans certains cancers primitifs et les métastases colorectales
[15, 20 et 92]. Le marquage négatif s’explique par I’absence de I’expression d’ACE dans le tissu
hépatique sain contrairement a d’autre membre de sa famille telle que la CEACAM 1 [20]. La
positivité est notée au niveau membranaire et cytoplasmique (Fig. 24 i).Ces résultats concordent
avec ceux de Blumenthal et al. [15].Dans deux autres cas, le marquage est détecté uniquement au
niveau cytoplasmique (Fig. 24 h). La présence membranaire peut étre expliquée par le role de la
molécule dans 1’adhésion cellulaire [90, 92 et 145] avec les intégrines et d’autres membres de la
famille de CEACAM [14]. Aprés sa synthése, I’ACE subit une glycosylation dans le réticulum
endoplasmique pendant 1 a 2 minutes. Cette glycosylation est assurée par des groupements

enzymatiques permettant I’ancrage a la membrane [146].

L’accumulation cytoplasmique d’ACE est probablement due a sa forte synthése
empéchant I’ancrage de la totalité. La possibilité d’une mutation ou d’un dysfonctionnement dans
des génes responsables de la maturation des protéines a GPlI ou de la machinerie

multienzymatiques pourrait expliquer la présence cytoplasmique exclusive d’ACE [147 et 148].
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Couleur marron : immunomarquage
H : hépatocyte ; St : stroma tumorale T : tumeur ; H : hépatocyte ; Ep : espace porte ; Nod. : Nodule ; | :
inflammation ; F : fibrose ; Cnl. : canalicule ; Vp : veine porte.

Figure 24 : Immunomarquage d’ACE dans des métastases hépatiques.
Gr. : x100 (a, c, e et g) ; x400 (b, f, h, i et j).
a, b. marquage négatif de I’Antigéne Carcino Embryonnaire dans une hépatite. ¢, d. cirrhose avec un
marquage canaliculaire de I’ACE. e, f. carcinome hépatocellulaire non marqué par 1’antigéne carcino
embryonnaire. ¢. marquage membranaire et cytoplasmique d’un foyer métastatique infiltrant un
parenchyme hépatique sain (piéce opératoire) h. cellule tumorale marqué au niveau membranaire et
cytoplasmique membranaire infiltrant un parenchyme sain (piéce opératoire). i. marquage cytoplasmique
d’un foyer métastatique (biopsie). j. marquage membranaire et cytoplasmique d’un foyer tumorale

(biopsie).
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111.2.2.2. Immunomarquage de la b- caténine

Nos résultats présentent un parenchyme sain et plusieurs « grading » selon METAVIR de
cas d’hépatite (Al, A2, A3) ce qui correspond a 1I’augmentation de 1’activité inflammatoire
(annexe 2).

Tous les grades trouvés dans 1 hépatite virale (n=10) présentent un marquage
membranaire de la B-caténine (tableau I et I11, annexe), ce marquage est relativement faible dans
le stade Al (Fig. 25 b et c) et A2 (Fig. 25 d et e) et fort dans le stade A3 (Fig. 25 fet g). La
présence membranaire de la B-caténine pourrait étre expliquée par son réle cruciale dans
I’adhésion cellulaire ou elle forme des jonctions liant la cadhérine a I’actine du cytosquelette [1,
3,9 et 67].

L’intensité de la B-caténine membranaire est variable en fonction du grading. Ceci pourrait
étre expliquée d’une part, par la diminution de 1’expression de E-cadhérine associée a 1’hépatite
virale qui induit I’accumulation de la B-caténine dans le cytoplasme comme est le cas du grading
A3 (Fig. 25 c et d). D’autre part, par le caractére oncogene des virus VHB et VHC qui seraient a
I’origine de 1’activation de la voie canonique Wnt par mutation du gene de la -caténine CTNNB1
[149]. La présence de macrophages faisant partie de I’infiltrat inflammatoire du foie infecté par
VHB ou VHC pourrait expliquer aussi ce résultat, ces cellules semblent étre une source du ligand
What, et participent ainsi a I’activation de la voie Wnt/p-caténine [42]. Cette inflammation incitera
une exacerbation de la voie Wnt/p-caténine comme le démontre les résultats de I’expérience menée
par berger et al. [42] sur des souris CTNNB1 KO.

Selon les résultats d’immunohistochimie réalisée sur des cirrhoses (n=10), le marquage de
la de la B-caténine est répartie comme suit : quatre cas présentent un marquage membranaire, Six
cas présente un marquage membranaire et cytoplasmique et un cas présente un marquage
membranaire, cytoplasmique et nucléaire (Fig.25 j ; tableau I et Il annexe 2). Ces résultats
seraient expliqués par la régulation positive de la B-caténine dans le foie cirrhogéne [150 et 151].
Selon Myung et al. [152], la voie Wnt/B-caténine pourrait moduler la fibrose hépatique en
stimulant 1’activation des cellules stellaire en fibroblastes via les cytokines et contribuent a a la
détérioration de 1’architecture hépatique et a 1’établissement de la cirrhose [150,151 et 152]. Le
marquage nucléaire pourrait étre un signe de dégénéréssance (malignité) [15, 49] vers cas de CHC

bien différencié.
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T : tumeur ; | : inflammation ; TH : travée hépatocytaire ; C : canalicule ; | : inflamation ; Vp : veine
porte ; F :fibrose ; Ap : artére porte , S : sinusoide ; Nod. : nodule.

Figure 25 : immunomarquage de la -caténine dans des cas d’hépatite et de cirrhose.

Gr. 1 x100 (a, ¢, eetg) ; x400 (b, d, f ,het]).
a. Marquage membranaire faible d’un parenchyme hépatique sain par f-caténine (témoin). b, c.
faible marquage membranaire de la B-caténine dans un cas d’hépatite gradée Al selon METAVIR. d, e.
marquage faible a modéré de la B-caténine au niveau membranaire dans un cas d’hépatite gradée A2 selon
METAVIR. f, g. marquage membranaire fort et cytoplasmique modérée de la B-caténine dans un cas
d’hépatite gradée A3 selon METAVIR h, i. cirrhose avec marquage membranaire et cytoplasmique fort de

la B-caténine j. marquage nucléaire de la B-caténine.
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a- Carcinome hépatocellulaire

L’immunomarquage de la B-caténine est positif dans tous les cas de CHC (n=10) ( tableau
| annexe 2), ces résultats concordent avec ceux d’Audard [153] et McGlynn et al. [134] qui
décrivent D’implication et le role oncogeéne de la voie B-caténine dans ce type de cancer. Selon
I’étude d’ Audard [153] menée sur la glutamine synthétase, une protéine produite par le géne GLUL
controlé par la B-caténine, 36% (n=190) des cas de CHC présentent un marquage positif exprimant
une sensibilité de 90% et une spécificité¢ de 98 %. Ce qui confirme I’activation de la voie Wnt/f3-
caténine. Nejak-Bowen et al. [154] ont montré le role de la B-caténine chez des souris
transgéniques surexprimant la ser4bmutée (site de phosphorilation de la B-caténine permettant sa
dégradation) par 1’administration d’un carcinogéne, le diéthylnitrosamine. Apres six mois
d’expérimentation, les souris présentent un CHC ou la protéine [-caténine est régulée

positivement.

En comparaison avec le parenchyme sain ou le marquage est membranaire (Fig. 26 a ;Fig.
25 a), la B-caténine est localisée dans différents compartiments selon le type de CHC. Chez les cas
bien différenciés (n=4), la B-caténine est marquée au niveau de la membrane et du cytoplasme
(Fig.28 aet b ; tableau IV, annexe 2). Alors que les cas moyennement différentiés (n=4) ont montré
un fort marquage cytoplasmique (Fig.26 c et d ; tableau I et IV annexe 2). Par rapport au peu
différencié les deux cas récoltés présentent respectivement un marquage faiblement membranaire

(fig. 26 e et T ; tableau | et IV annexe 2) ou cytoplasmique (Fig.26 g et h ; tableau I et IV annexe).

Le fort marquage membranaire pourrai étre expliquée par 1’élévation des taux de la B-
caténine qui reviendrais soit a un état inflammatoire précancéreux [42] ou une mutation des genes
de sa dégradations tel que I’AXIN ou I’APC [83, 154, 157] pouvant étre causee par le VHB ou
VHC [19, 61]. Dans le méme contexte, une expérience a montré que 1’inactivation de I’APC dans

le foie induit une augmentation et une stabilisation des taux de B-caténine [156].

Le détachement entre la B-caténine et I’E-Cadhérine [150] pourrait expliquer 1’absence du
marquage membranaire dans les cas moyennement différenciés. Le marquage cytoplasmique et
nucleaire de la B-caténines reléve d’une anomalie qui pourra étre expliquée par une activation
aberrante de la voie Wnt/B-caténine [66]. La B-caténine transloque dans le noyau, servant ainsi de
facteur de transcription et activant les génes impliqués entre autres, dans la prolifération (MYC)
[66,71].Des études menées par Chen et al.[158] ont démontré cette localisation dans 30% des

adénomes hépatiques de patients.
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Des mutations au niveau du géne de la B-caténine pourait également étre a 1’origine de ce
marquage nucléaire comme le montre ’expérience menée sur des souris transgeniques
surexprimant le c-myc ou le facteur de croissance transformant béta chez lesquelles une
translocation nucléaire de la B-caténine est retrouvée dans les tumeurs hépatiques [159]. Les
mutations impliquant cette translocation nucléaire peuvent également cibler les protéines de sa
dégradation tels que AXIN2 et GSK3p, ces deux protéines étant régulées négativement dans le

cancer du foie humain CD133 + chez des cellules souches in vitro [80].

L’absence de la B-caténine dans un seul cas, dans le compartiment cytoplasmique et
nucléaire dans un cas de CHC peu différencié pourait étre expliqué par le fait que la voie suivie
n’est pas celle de la B-caténine. Ce qui concorde avec le modele de Yuzugullu et al. [160]. Ces
chercheurs ont constaté que la signalisation canonique Wnt était activée dans les Cellules bien
différenciées du CHC, alors que la signalisation Wnt non canonique était activée dans les cellules
en faible différenciation. Sur la base de ces résultats, les auteurs ont proposé que les deux voies
Whnt soient activées ou réprimees sélectivement en fonction de la différenciation des cellules du
CHC et ont une complémentarité de roles dans I'hépato carcinogenése. La voie canonique Wnt
contribue a l'initiation de la tumeur et la voie non canonique a la progression tumorale, ce qui
expliquerai ’absence du marquage de [3-caténine au niveau nucléaire dans certains cas de CHC

faiblement différenciés.
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Ep : espace porte Nod Nodule I nflammatlon F :fibrose ; Th travée hepatocytalre
sinusoide ; c : canalicule ; St : stéatose ; Nc : noyau claire .

Figure 26 : immunomarquage de la B-caténine et ACE dans des cas de CHC.
Gr : x100 (a, c, e, g) ; X400 (b, d, fet h).
a, b. expression membranaire et cytoplasmique de la B-caténine dans un carcinome hépatocellulaire bien
différencié. c, d. marquage cytoplasmique et canalaire de la B-caténine dans un carcinome
hépatocellulaire moyennement différencié. e, f. marquage faiblement membranaire de la B-caténine dans

un carcinome hépatocellulaire peu différencié .g, h. Expression cytoplasmique et nucléaire de la -
caténine dans un carcinome hépatocellulaire peu différencié.
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b- Métastase hépatique

Le marquage est nettement supérieur dans le foyer tumoral hépatique (Fig. 27 b, d, e et f).
Ces résultats concordent avec ceux trouveés dans la littérature [161, 162, 163 et 164] qui lient la

surexpression de la B-caténine a 1’état tumoral.

Les foyers métastatiques ont montré un marquage membranaire et cytoplasmique positif
dans 100% des cas (Fig. 27 c et d ; tableau I et V annexe 2). Le fait que chaque cancer conserve la
majorité de ses caractéristiques d’origine [15, 162] pourra expliquer le fort marquage de la B-
caténine, puisqu’elle est surexprimée de manicre aberrante dans plusieurs cancers y compris le
cancer mammaire [166, 167 et 168], colorectale [161, 162], gastrique [169] et pulmonaire [170,

171]. Tous ces cancers font partie de notre pool d’échantillon (tableau | annexe 2).

La présence membranaire et cytoplasmique peut aussi étre expliquée par I’activation de la
voie ACE- B-caténine- Cadhérine [172] ce qui méne a une augmentation de I’adhésion cellulaire
[173].
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ST : stroma tumorale ; M : substance mucoide ; SG : structure glandulaire ; T : tumeur I : inflammation ;
TH : travée hépatocytaire.

Figure 27 : immunomarquage de la f-caténine dans des métastases hépatiques.
Gr. : x100 (b, d et e); x400 (a, c et e).
a. Marquage membranaire faible d’un parenchyme hépatique sain par p-caténine (témoin). b. Marquage
B-caténine d’un parenchyme hépatique infiltré par un foyer métastatique. C. marquage membranaire et
faiblement cytoplasmique d’un foyer métastatique par p-caténine. d. Marquage B-caténine ¢ d’un foyer
métastatique. e. marquage membranaire et cytoplasmique d’un foyer métastatique par 3 -caténine entouré

d’une substance mucoide. f. marquage intense de tissue tumorale par 3-caténine.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’ensemble de ce travail nous a permis d’apporter des éléments dans I’implication de
la B-caténine et l’antigéne carcinoembryonnaire dans la caractérisation des carcinomes

hépatocellulaires et des métastases hépatiques.

L’analyse des données épidémiologiques de 300 cas collectés sur 5 années a donné des

informations importantes :

-la prévalence de métastases comparées aux CHC notamment les métastases d’origine

mammaire (32%) suivie des métastases colorectales (22%).
-Une prédominance masculine chez les cas de CHC.

-Une prédominance du carcinome hépatocellulaire bien différencié (78%) par rapport

aux moyennement différencié (19%) et au peu différencié (3%).

L’application d’un marquage immunohistochimique de I’ACE et de la B-catenine sur

40 cas a montré :

- une exclusivité de marquage d’ACE dans les cellules métastatiques confirmant ainsi la

présence de cette molécule dans les métastases hépatiques et son absence dans le CHC.

- Une présence membranaire de la B-caténine dans (50%) des cas d’hépatite virale, (80%) des
cas de cirrhoses et (70%) des CHC ce qui confirme le réle de la protéine dans 1’adhésion
cellulaire, ainsi que dans 100 % des cas de métastases.

- Une présence cytoplasmique de la B-caténine dans (20%) des cas d’hépatite virale, (50%)
des cas de cirrhoses et (80%) des CHC ainsi que dans 100 % des cas de métastases avec un

marquage plus important dans les cas de CHC.
- Une présence nucléaire de la B-caténine dans un cas de CHC et un cas de cirrhose.

Ces résultats confirment 1’implication de la voie Wnt/B-caténine dans le processus oncogene

du CHC ainsi que sa possible relation avec I’inflammation.
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A TI’issu de ces résultats, nous proposons 1’implication de :

» I’ACE comme moyen de diagnostic différentiel entre cancers primitifs et
métastasiques.

» la B-caténine dans la batterie de test immunohistochimique réalises dans le diagnostic
d’un CHC pour faciliter le travail des pathologistes dans le diagnostic.

» I’ACE et la B-caténine comme une cible thérapeutique et un moyen de pronostique.

Il serait intéressant d’approfondir cette étude sur I’implication de I’ACE dans chaque
métastase, sur I’E-cadhérine pour déterminer la relation entre I’ACE et la B-caténine et la

relation entre la B-caténine et I’inflammation.
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ANNEXE 1

Réception et enregistrement :

A leurs arrive, les piéces opératoires sont remises au laboratoire d’anatomo-
pathologie, ou elles regoivent un numéro d’enregistrement et une fiche comprenant

les informations cliniques des patients.

Examen macroscopique :

L’examen macroscopique, partie essentielle de 1’¢tude, ou la piece opératoire sera
examinée, mesurée, pesée, palpée puis disséquée par le pathologiste afin d’étudier les
caractéristique du foyer tumoral (organisation, forme, couleur, présence
d’hémorragie) et permet par la suite de sélectionner les zones a prélever pour 1’étude

microscopique. Les fragments sélectionnés sont ensuite mis dans des cassettes.

Matériels et appareillage :

- chambre humide.

- Cassettes d’inclusion en plastique

- Micropipettes réglables avec cones adaptables
- Porte lames

- Buvard

- Minuterie

- Bacs et paniers a coloration

- Lames d’étalement en verre/ Lamelles, réf. ?
- Lames silanisées (Dako, S2024)

- Graveur (diamantin)

- Stylo délimitant : Dako Pen (S2002)

- Microtome (Leica, Model RM 2125)

- Plaque chauffante (Leica)

- Etuve Sakura Tj

- Bain marie

- Eukitt FSC2

- Microscope photonique Leica RM 2235

- Logiciels électroniques : Excel, (Asez, Leica)
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Réactifs utilisés :

- Peroxyde d’hydrogéne H202 (réf.S2023).
- Hématoxyline, Eosine En Vision (réf.SM806).

- Solution TRS EnVision'™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH(x50) (réf.DM828).

- Tampon de lavage EnVision'™ FLEX TBS-T (tris-buffer saline solution containing

tween) (x20) (DM831) (réf.K8007).

- Anti-corps anti B catenine. Dako FLEX monoclonal Mouse Anti-human clone beta-
cateninel

- Anti corps anti ACE,VENTANA (réf. TF3H8-1)

- Le réactif de détection Dako EnVision'™ FLEX/HRP (réf.SM802).

- Le systéme du substrat contenu dans le kit est formé de deux composants: le produit

EnVision'™ FLEX DAB +chromogéne (réf.DM827).

- Tompon du substrat EnVision™™ FLEX (réf.SM803)

- Ammoniaque.

- Fixateur formaldéhyde a 10%.

- Ethanola 50°,60°,70°,80°,90% et 100%.
- Paraffine liquide.

- Eau distillé et eau du robinet

- Xylene.
Mode opératoire de la coloration (HE)

Les lames utilisées sont en verre, on y inscrit le matricule du patient ainsi que la coloration
Utilisée ici est la coloration a I’hématéine éosine, pour cette coloration on suivra les étapes
suivantes :
> Disposer les lames sur une plaque chauffante a 60°C et recouvrir leurs surfaces d’eau
distillée.
» déparaffiner les échantillons dans un bain de xyléne pendant 10 min pour que les
colorants puissent y pénétré.
» laréhydratation se fait par passage dans un bain d’éthanol décroissant 100%, 90% ensuite
70 % pendant 10 min puis on réhydrate a I’eau du robinet.
» immerger les coupes dans un bac remplie d’hématéine pendant 10 min ce qui va colorer

en bleu violacé les structures basophiles (noyau cellulaire).
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>
>

Rincer a I’eau courante.

La deuxiéme coloration se fait a 1’éosine, qui va colorer en rose les structures acidophiles
(cytoplasme cellulaire).

Rincer a I’eau courante.

L’étape suivante est le montage, qui consiste a fixer une lamelle sur une lame (lame en
verre pour la coloration HE) sur les coupes histologiques aprés coloration

Cette étape permet la :

-protection mécanique des coupes

-protection chimigue des colorants

Sécher les lames puis observer au microscope photonique équipé d’un appareil

photographique.

Technique d’immunohistochimie

Détection des molécules ACE et [B-caténine et déterminé leur localisation et leur taux

d’expression.

Mode opératoire :

Les lames silanisées sont marquées a 1’aide d’un crayon du matricule du sujet ainsi que

de I’anti corps (B-catenin ou ACE). On suit les étapes suivantes :

>

Disposer les lames sur une plaque chauffante et recouvrir leurs surfaces d’eau
distillée.

Reéalisation de coupe histologique a partir des blocs de paraffine, de 3um de
d’épaisseur a 1’aide du microtome.

Les prélévements sont étalés sur des lames silanisées sur une plaque chauffante a
40°C

Les lames sont incubées pendant une nuit dans une étuve a 50°C

On peut déparaffiner par 3 bain de toluene de 5 min ensuite on lave a I’éthanol
décroissant100%,95%,70% pendant 5 min et on lave sous 1’cau de robinet.

Rincer a I’eau distillé.

le démasquage se fait par bain marie 35 a 40 min entre 97 & 98° dans une
solution de démasquage TRS (Target Retrieval Solution).

laisse refroidir 20 min puis on lave avec ’eau distillée et on les met dans un bain
de tampon TBS-T (tris-buffer saline solution containing tween x20, PH7, 6).

Déposer les lames sur un plateau et entourer les coupes du Dako Pen
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Recouvrir d> H2O 2 pendant 5 min (incuber) puis plongées dans 3 bains de
tampon TBS-T froid pendant 5 min.

Ajouter I’anti corps primaire (B-caténine ou ACE) a I’aide d’une micropipette
Incubation a 30—60 min a température ambiante.

Lavage au BS-T 3 fois pendant 5 min.

Ajouter I’anti corps secondaire (non spécifique) et incuber pendant 30-60 min, a
température ambiante et laver 3 fois pendant 5 minau TBS-T.

On révele la technique avec une solution de chromogene DAB

(3,3 diaminobenzidine) dont on ajoute 1 goute dans 1 ml de tampon et lavage a
I’eau distillée.

Contre coloration a I’ Hématoxyline pendant 2 a3 min, .rincer a 1I’eau courante.
Immerger les lames dans un bac d’eau ammoniaquée et laver a ’eau distillée.

Montage, séchage et observation au microscope photonique.

Figure 28 : microtome Leica. Figure 29 : étuve
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Figure 30 : plaque chauffante. Figure 31 : bain marie.

Figure 32 : automate Leica Figure 33 : microscope Leica..
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Figure 34 : appareil de mise en blocs leica + blocs

Figure 35 : kitt d’immunohistochimie



ANNEXE 1

Figure 36 : chambre humide.

Figure 37 : anticorps primaire (ACE, -Catenine).
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Figure 38 : hématoxyline, éosine (EnVision).



ANNEXE 2

Tableau | : Nombre et pourcentage des cas selon la localisation du marquage de la -

caténine et de I’ACE.

Hépatite Cirrhose CHC Métastase
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
B-Caténine
Membrane 5(50%) 8(80%) 7(70%) 10(100%)
Cytoplasme 2(20%) 5(50%) 8(80%) 10(100%)
Noyau 0(0%) 1(10%) 1(10%) 0%
ACE
Membrane 0(0%) 0(0%) 0(0%) 5(50%)
Cytoplasme 0(0%) 0(0%) 0(0%) 8(80%)
Noyau 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire, ACE : Antigéne Carcino Embryonnaire

Tableau 11 : Intensité et localisation du marquage immunohistochimique de la B-

caténine et de ’ACE dans le cas d’hépatite.

B-Caténine ACE
membranaire | Cytoplasmique Nucléaire
A0 +/- - - -
A0 +/- - - -
Al +/- - - -
Al +/- - - -
Al +/- - - -
A2 + - - -
A2 + - - -
A2 + - - -
A3 ++ + - -
A3 ++ + - -

+/- : faible marquage + : présence, ++ : fort marquage, — : absence,

M : membranaire, C : cytoplasmique, N : nucléaire, ACE : Antigéne Carcino Embryonnaire.
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Tableau Il : Intensité et localisation du marquage immunohistochimique de la B-

caténine et de ’ACE dans le cas de cirrhose.

B-Caténine ACE
M C N
1 + +/- - -
2 + +/- - -
3 +++ + - + (canalicule)
4 + - - _
5 + +/- + (quelque cellule) | + (canalicule)
6 +++ + - -
7 +++ + - + (canalicule)
8 - - - -
9 - - - -
10 +/- - - -

+/- ; faible marquage, + : présence, ++ : fort marquage, +++ : trés forte fort marquage, — : absence,

M : membranaire, C : cytoplasmique, N : nucléaire, ACE : Antigéne Carcino Embryonnaire.
Tableau IV : Intensité et localisation du marquage immunohistochimique de la g-
caténine et de ’ACE dans les cas de CHC.

B-Caténine ACE
M C N
Bien différencié + ++ - -
Bien différencié + ++ - -
Bien différencie + (canaux biliaire) + - -
Bien différencié + + - + (canalicule)
Moyennement différencié + +/- - + (canalicule)
Moyennement différencié - +/- - + (canalicule)
Moyennement différencié - ++ - -
Moyennement différencie + +/- + -
Peu différencié +/- - - + (canalicule)
Peu différencié ++ +/- + -
Cas témoins +/- - - -

+/- : marquage faible + : présence, ++ : fort marquage, +++ : trés forte fort marquage, — : absence, M :

membranaire, C : cytoplasmique, N : nucléaire, ACE : Antigéne Carcino Embryonnaire.
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Tableau V: Intensité et localisation du marquage immunohistochimique de la B-caténine

et de ’ACE dans les métastases hépatiques.

ACE B-Caténine
Cas M C N M C N
Métastase gastrique - ++ - + ++ -
Meétastase colorectale ++ +++ - ++ ++ -
Meétastase colorectale ++ +++ - + + -
Meétastase broncho- + + - ++ + -
pulmonaire
Métastase mammaire - - - ++ ++ -
Métastase mammaire - - - ++ + -
Métastase broncho-
pulmonaire + + - + + -
Métastase gastrique - +++ ++ ++ -
Métastase mammaire + + - + + -

+ : présence, ++ : fort marquage, +++ : tres forte fort marquage, — : absence,

M : membranaire, C : cytoplasmique, N : nucléaire.

Tableau V | : Répartition des patients par année de recrutement.

Année de recrutement CHC Meétastases
2013 1 23
2014 19 51
2015 7 70
2016 17 46
2017 27 30

Tableau VII: répartition des cas de CHC selon la tranche d'age.

Classe d’age Nombre d’individus
[10-20[ 1
[20-30[ 0
[30-40[ 4
[40-50[ 12
[50-60[ 12
[60-70[ 15
[70-80[ 21
[80-90[ 4
[90-100[ 1
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Tableau VIII : Corrélation entre I’Age et le sexe des patients atteint de carcinome
hépatocellulaire.

Classe d’age Hommes Femmes Totale Sex-ratio
individus
[10-20[ 1 0 1
[20-30[ 0 0 0
[30-40[ 3 1 4
[40-50[ 4 8 12
[50-60[ 6 6 12
[60-70[ 7 8 15
[70-80[ 17 4 21
[80-90[ 2 2 4
[90-100[ 1 0 1
Totale 41 29 70 1,41

Tableau IX : Répartition des cas de Carcinome hépatocellulaire selon I’état de

différenciation cellulaire.

Stade de Bien Moyennement Peu différencié
différentiation différencié différencié

cellulaire

Nombre de cas de 55 13 2

CHC

Pourcentage 78% 19% 3%
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Tableau X : moyenne d’age d’hommes et de femmes atteints de carcinome
hépatocellulaire (2013-2017).

Hommes
14 50 56 64 73 77
32 50 57 68 73 78
37 54 58 70 74 78
50 54 62 70 75 78
50 56 62 71 75 79
50 56 63 71 75 81
93 56 64 72 76 85
93
Moyenne= 64,17
Femmes

33 48 60 69

41 49 61 69

43 50 62 75

44 51 64 75

47 56 64 75

47 57 66 75

48 57 68 81

82

Moyenne= 59,20

Tableau X1 : Répartition des métastases selon leur origine.

Origine métastatique Nombre de cas Pourcentage
Mammaire 73 32%
Colorectal 50 22%
Pancreéatique 35 15%
Biliaire 21 9%
Pulmonaire 14 6%
Peau 7 3%
Surrénal 7 3%
Endometre 5 2%
Origine indéterminée 19 8%

Score de METAVIR :

Le score de METAVIR est déterminé par 1’analyse de 1’échantillon de foie prélevé lors de la
biopsie. La lettre A indique ’activité de I’hépatite, la lettre F indique le degré de Fibrose.

e A0 = pas d’activité ; Al = activité minime ; A2 = activité modérée ; A3 = forte
activité.

e FO = pas de fibrose ; F1
importante ; F4 = cirrhose.

fibrose minime ; F2 = fibrose modérée ; F3 = fibrose
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