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Résumé

B-Raf"®"E  étant le géne le plus fréquemment muté au cours du carcinome
papillaire de la tyroide (CPT), son expression est significative dans certaines
variantes de ce carcinome et absente dans d’autres variantes. L'objectif de notre
étude est la mise en évidence de cette protéine mutée B-Raf'®°* dans le typage
des variantes du CPT par technique d’immuno- histochimie.

Notre travail été basé sur 40 cas de CPT colligés durant 5 ans (2011-2016)
réalisée au Service d’Anatomie Pathologique du CHU MUSTAPHA PACHA
d’ALGER, durant notre stage pratique qui c’est étalé sur une période de 6 mois
allant de janvier a juin 2016 nous avons dans un premier temps, réalisé une
analyse histologique des lames qui nous a permet de révéler I'existence de
modifications au sein des noyaux présentant des caractéristiques typiques du CPT
et, identifier les différentes variantes de ce carcinome. Par la suite nous avons pu
mettre en évidence I'expression de la protéine mutée B-Raf sur trois cas
seulement vu la non disponibilité du kit.

La population étudiée est représentée par 40 patients avec une
prédominance féminine de 97,5%, et un age moyen est de 43,63 ans. Le
prélévement le plus réalisé est la thyroidectomie totale dans 77,5% des cas (31
cas). Le CPT classique, généralement, est caractérisé histologiquement par une
architecture papillaire. Les cing variantes observées parmi les 40 cas ont une
architecture tumorale différente mais elles ont en commun un aspect nucléaire
caractéristique. La variante histologique du CPT la plus représentée est la variante
vésiculaire soit 35% des cas.

L'expression cytoplasmique du B-Raf'®t est positive montrant une
expression uniforme cytoplasmique dans deux variantes : CPT classique de forte
coloration (3+) et le micro-carcinome papillaire avec une coloration modérée (2+)
a l'encontre de la variante vésiculaire du CPT dont 'immunomarquage été
négatif.

Par conséquent, 'lHC a une haute valeur pratique pour la détection de la
mutation B-Raf Y¢®F dans certaines variantes du carcinome papillaire de la
thyroide.

Mot clés :

Carcinome papillaire thyroidien — Variantes du CPT — mutation B-Raf'®%® —
Histologie — IHC.



Abstract

B-Raf"*"E  being the most frequently mutated gene in papillary carcinoma of
the thyroid (PTC), its expression is important in some variants of this carcinoma
and absent in other variants. The objective of this study is the identification of the
gene B-Raf'*"F in typing PTC variants by immuno-histochemistry technics.

Our study focuses on 40 PTC cases among of 5 years (2011-2016) made in
the Pathology Unit of UH Mustapha Pasha ALGIERS, over a period of six months
from January to June 2016.First, histological analysis of the slides is made to
reveal the presence of modifications cores consisting of typical changes in the
PTC, and to identify the different variants of this carcinoma. Eventually we were
able to demonstrate the expression of the mutated B-Raf protein in three cases
only, seen the non-availability of the Kkit.

Our study of a population from 40 patients shows a feminine predominance
of 97,5%, the average age is 43.63 years. The most frequent surgical specimens
are total thyroidectomies which represent 77.5% (31 cases). The classic PTC is
generally characterized histologically by papillar architecture. Five variants
observed in 40 cases have different tumor architecture but they have in common a
nuclear characteristic appearance. The histological appearance of the most
represented PTC is the follicular variant for 35% of cases.

The cytoplasmic expression of the B-Raf"®"F is positive showed a uniform

cytoplasmic expression in two variants: Classical PTC with a strong staining (3+)
and in Micro-papillary carcinoma with a moderate staining (2+) against vesicular
variant PTC whose immunostaining was negative.

Therefore, IHC has a high practical value to the detection of the mutation
B-Raf'*%F in some variants of the papillary thyroid carcinoma.

Keywords
Papillary thyroid carcinoma - PTC variants — B-Raf®* - Histology — IHC.
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Introduction

Le carcinome thyroidien est le plus fréquent des cancers endocriniens et
représente 1,3 % des nouveaux cancers diagnostiqués par an en France. [Olo Na
M. et al, 1978]

L'Algérie fait partie de la liste des pays ayant le plus fort taux d'incidence du
cancer de la thyroide féminin, dont la progression est incessante : il passe de9.1
pour 100.000 femmes en 2011 a 15.6 pour 100.000 femmes en 2012.
[Hammouda D. et al, 2012]

L’augmentation de l'incidence des cancers thyroidiens est principalement
attribuée au carcinome papillaire de la thyroide (CPT). [Hodgso N. et al, 2012]

La grande majorité des cancers thyroidiens dérive des cellules folliculaires.
Elle comporte les carcinomes papillaires bien différenciés les plus fréquents,
constituant 80 a 90 % des cancers thyroidiens, les carcinomes vésiculaires (10 a
15 %), les carcinomes peu différenciés (moins de 1 %) et les carcinomes
anaplasiques (moins de 2 %).[Nikiforov A. et al,2009] Le traitement standard des
carcinomes thyroidiens repose sur une thyroidectomie totale chirurgicale suivie,
en fonction du stade, d’'une éventuelle ablation isotopique par l'iode 131.[Kumar
A. et al ,2010]

L’outil diagnostique le plus fiable pour déterminer la nature d’'un nodule
thyroidien est I'étude cytologique du produit de cytoponction de ce nodule, ou une
chirurgie thyroidienne pour obtenir un diagnostique histologique.[Greaves S. et al,
2006; Yassa L. et al, 2007]

Il faut garder a I'esprit que 1 a 3 % des nodules classés bénins en cytologie
(faux négatifs) s’avérent par la suite malins au cours du suivi, avec un retard a la
prise en charge pouvant étre source de progression de la maladie.[Kim DL. et al,
2008 ;Mazferri.,1993] Ceci  souligne [lintérét  d'outils  diagnostiques
complémentaires a la cytologie thyroidienne pour en améliorer la sensibilité et la
spécificité.[Nikiforov YE. et al, 2009]

La description d’événements moléculaires impliqués dans la tumorigenése
thyroidienne semble désormais ouvrir des perspectives en matiére diagnostique,
pronostique et thérapeutique, et pourrait permettre de mieux guider la prise en

charge des nodules thyroidiens.[ Kondo T. et al, 2006]



Introduction

La voie des MAPK joue un réle central dans les CPT.[Nauf JA. et al, 2009] Elle
est impliquée dans la différenciation, la prolifération et 'apoptose.[Raman M. et
al, 2007] Plusieurs altérations génétiques sont caractérisées dans les CPT :
Réarrangements chromosomiques de type RET/PTC, retrouvés dans environ 20
% des CPT, Mutations ponctuelles du domaine GTPase des isoformes de Ras : H-
Ras, N-Ras et K-Ras, retrouvées dans environ 10 % des CPT , Mutations
activatrices de I'oncogéne B-Raf, événement génétique le plus fréquent dans les
CPT, retrouvé dans 40 a 50 % des cas.[Kimur ET.et al, 2007 ; Brose MS. et al,
2009]

1 Avant de passer aux techniques de biologie moléculaires afin de détecter
ses mutations ; L'IHC pourrait elle représenter la technique de premiere
intention dans le diagnostic différentiel des CPT ?

Dans cette optique nous avons axé notre étude qui va mettre en évidence
lapport de I'lHC dans le marquage de la B-Raf produit du géne muté dans les
CPT.

Pour répondre a notre problématique nous avons réalisé les étapes

suivantes :

» Sélection des cas présentant un CPT.
> Réalisation d'une étude anatomopathologique pour voir [l'aspect

histologique du tissu tumoral et classer les CTP en plusieurs types.
» Le marquage de la B-Raf par un AC spécifique et voir pour les différents

types histologiques.
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I.1. Généralités sur la glande thyroidienne

.1.1. Anatomie

La thyroide est une glande endocrine unique, située a la partie antérieure et
meédiane du cou. Elle est composée de deux lobes latéraux, réunis par un isthme
meédian, en avant de la trachée. En vue antérieure, I'ensemble de la glande
ressemble grossierement a un H/a un papillon, Chaque lobe a la forme d’'une
pyramide triangulaire. L’isthme est aplati d’avant en arriére, avec un bord
supérieur et un bord inférieur. C’est de son bord supérieur que se détache, a
gauche de la ligne médiane en général, un prolongement de longueur variable: Le
lobe pyramidal ou pyramide de L’alouette.

La glande thyroide mesure en hauteur de 6 a 8 cm au niveau de ses lobes
et de 1 a 2 cm au niveau de I'isthme. Elle pése entre 20 et 30 grammes. Elle est
naturellement plus volumineuse chez la femme que chez 'homme, augmente de
volume durant la grossesse et diminue de volume chez le vieillard. Sa surface est
irréguliere, sa consistance est molle, sa couleur varie du rose au violet clair.
(Figure 01). [Bouklikha C., et Sefiane D., 2014]

Lobe pyramidal

Artére
thyroidienne
supérieure

Larynx

Thyroide
Thyroide

Isthme
Artére carotide
COmmuNe
Trachée
Artére - g
thyroidienne inférieure

\ Clandes para-
thyroidiennes

Figure 01: Vue antérieure de la glande thyroide. [Leenhardt L., 2014]
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I.1.2. Embryologie

hY

Le corps thyroide apparait a la 3™ semaine du développement de
'embryon a partir de la prolifération épithéliale endodermique du plancher de
I'intestin pharyngien. L’ébauche thyroidienne médiane s’enfonce dans Ile
mésoblaste et descend en avant de l'intestin pharyngien.

Au cours de cette migration, la glande reste reliée au plancher du
stomodeum par le canal thyréoglosse, ultérieurement ce canal se transforme en
un tractus fibreux.

Le corps thyroide atteint a la 7¢™® semaine sa situation définitive en avant
de la trachée. A la 8™ semaine les premiers vaisseaux sanguins apparaissent;
leurs ramifications vont assurer la mise en place d'un réseau capillaire; la partie
latérale de l'intestin pharyngien (partie craniale de lintestin primitif) qui constitue
I'appareil branchial donne naissance au corps ultimo-branchial qui s’incorporera
ultérieurement au corps thyroide.

Chez I'adulte les cellules du corps ultimo-branchial donnent naissance aux
cellules para folliculaires C de la glande thyroide (cellules endocrines qui sécretent
la calcitonine).

Histogenése

L’ébauche initiale de la thyroide n’est qu'un massif de cellules
indifférenciées douées de mouvements actifs qui vont assurer leur migration.
L’ébauche devient progressivement plus compacte et forme des rangées de
cellules en forme de cordons entourés d’'un réseau capillaire sinusoidal. Les
follicules primaires se différencient a l'intérieur des cordons, puis fusionnent et
sont envahis de mésenchyme.

Les follicules définitifs apparaissent par constriction des cordons pour
former des structures sphériques caractéristiques de I'adulte.

C’est I'apparition des follicules qui permet de distinguer deux stades: pré
folliculaire et folliculaire.

L’activité fonctionnelle de la thyroide débute vers le 3™ mois date a
laquelle deviennent visibles les premiers follicules remplis de colloide. Les cellules
issues des ébauches latérales des corps ultimo-branchiaux peuvent soit
s’incorporer aux follicules en formation, soit garder leur individualité
morphologique et fonctionnelle pour devenir des cellules C. [Benserai F/Z., 2011]
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[.1.3. Histologie

La thyroide est constituée de deux types cellulaires:

A - Cellules folliculaires: [Cellules vésiculaires ou thyréocytes]

Sont majoritaires au sein du parenchyme thyroidien (>99,9%), organisées
en follicules thyroidiens, sont l'unité structurale et fonctionnelle de la thyroide,
formées d’une monocouche de cellules délimitant une cavité centrale contenant la
colloide. Les thyréocytes assurent la production des hormones thyroidiennes
impliquées dans la régulation de nombreuses fonctions touchant le métabolisme,
la croissance et le développement. [Leclere J., et al., 2001] (Figure 02- A).

B - Cellules para folliculaires (cellules C)

Ne représentent que 0,1% du parenchyme thyroidien et sont retrouvées
principalement de facon isolée ou par groupe. Elles sont localisées dans le
follicule thyroidien entre la membrane basale et les thyréocytes, principalement au
niveau du tiers-moyen et du tiers-supérieur de chaque lobe thyroidien. [Hazard
JB., 1977 et Schlumberger M., 2010] (Figure 02- B).Elles sont caractérisées par
la sécrétion de la calcitonine (Principal marqueur des cellules C). [Hazard JB.,
1977]

Follicule

A- Organe folliculaire de la thyroide.[Leenhardt L., 2014] ;B- Cellule C au sein
d'un follicule thyroidien, identificatifiées par l'immuno-marquage de la
calcitonine. [Broutin S., 2013]

Figure 02: Aspect histologique de la thyroide.[Leenhardt L., 2014]
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I.1.4. Hormones thyroidiennes: La glande thyroide produit deux types
d’hormones :
1. La triiodothyronine (T3) et la thyrotoxine (tétraiodothyronine T4)

- Sécrétées, emmagasinees et libérées directement dans le sang.

-influent pratiquement sur toutes les cellules de 'organisme et contribuent a
réguler le métabolisme.

Ainsi, cette glande produit des hormones essentielles a différentes
fonctions de I'organisme:

-La régulation thermique.

-La régulation partielle de la fréquence cardiaque.

-Le développement du systeme nerveux.

-Sécrétions régulées par TSH (antéhypophyse). [Bejjani L., 2008]

2. La calcitonine est une hormone polypeptidique

-Régule, avec ’hormone parathyroidienne, les taux du Ca** sanguin:

-Sécrétion dépend uniguement du taux de Ca** sanguin et non pas des
taux d'hormones hypophysaires. [Bejjani L., 2008]

» la structure des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes possedent une méme structure organigue:
- La thyronine : est formée par deux noyaux aromatiques reliés par un pont éther.
- Les hormones se différencient entre elles par le nombre et la place variables des
atomes d’iode qu’elles portent. [Maladies des glandes endocriniennes,1977]
(Figure 03).
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Figure 03: Structure des hormones thyroidiennes et leurs précurseurs.
[Ryndak-Swiercz A., 2009]

[.1.5. Hormonosynthése

La cellule folliculaire capte les ions iodure par I'intermédiaire de NIS sous
I'effet d’'un gradient sodique généré par la Na+/K+-ATPase. Ces ions sont ensuite
transportés du milieu intracellulaire vers la colloide par la pendrine et I'AIT
notamment. Les ions iodure sont oxydés en iode libre, incorporés a la
thyroglobuline grace a la TPO et au systéme générateur d’H202. L’iodation de
résidus tyrosine et le couplage des MIT et DIT permet la formation des HT. Celles-
ci sont stockées dans la thyroglobuline qui est internalisée par pinocytose. La
fusion d’une vésicule et d’'un lysosome permet la libération des HT par clivage
protéolytigue de la thyroglobuline. Les HT peuvent étre déversées dans la
circulation générale tandis que la dési-odation des MIT et DIT permet le recyclage
interne de I'iode. [Wémeau J., 2014] (Figure 04)
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Figure 04: Représentation schématique des étapes de biosynthése des

hormones thyroidiennes. [Ryndak-Swiercz A., 2009]
[.1.6. Régulation de la fonction de la thyroide

% La TSH agit de la fagon suivante

-Si la production des hormones thyroidiennes (T4 et T3) est insuffisante
dans le sang:

L’hypophyse secréte davantage de TSH, dont le taux dans le sang sera
élevé ce qui va stimuler la thyroide pour qu’elle produise une plus grande quantité
d’hormones thyroidiennes.

-Si la production de T4 et T3 est trop forte dans le sang :

L’hypothalamus et I'hypophyse vont réagir pour freiner la production de
TSH, dont le taux dans le sang sera bas ce qui va ralentir la formation des
hormones thyroidiennes. [Schlumberger M., 2010 ] (Figure 05).
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Figure 05: Mécanisme de régulation de l'activité thyroidienne. [Martin A-P.,

et Dauzat., 2007]
[.2. Carcinome papillaire de la thyroide

[.2.1. Définition
Le carcinome papillaire est le cancer endocrinien malin le plus fréquent

parmi les carcinomes thyroidiens dont il représente environ 70% a 90% des
cancers dans le monde. [Yip L. et al, 2015 ; Brecheteau C., 2014 ; Kilfoy BA. et

«une tumeur

al, 2009 ; Truong T. et al, 2007]
évidente,

I est défini selon la classification OMS 2004 comme
maligne, présentant folliculaire

épithéliale différentiation
d’architecture papillaire et caractérisée par un aspect nucléaire particuliers.

une

[Benserai F/Z., 2011] (Annexe A- tableau 01)
le CPT se présente sous forme de nodules
2010] avec ou sans

Macroscopiquement;
une métastase a

infiltrants ou encapsulés [Do Cao.C.,

blanchatres
rarement révélés par

adénopathie métastatique,

plus
distance.[Kilfoy BA. et al, 2009; Truong T. et al, 2007]
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Il peut étre découvert lors de 'examen anatomopathologique dans la suite
d’'une intervention chirurgicale pour une pathologie thyroidienne banale.[Kilfoy
BA. et al, 2009; Truong T. et al, 2007]

L’éventuelle diffusion se fait essentiellement par voie lymphatique avec
envahissement ganglionnaire fréquent.[Kilfoy BA. et al, 2009; Truong T. et al,
2007]

Histologiquement ; il est caractérisé par une architecture papillaire et défini
par la reconnaissance de cellules tumorales aux noyaux clarifiés, rainurés,

présentant des chevauchements, des inclusions.[ Do Cao.C, 2010] (Figure 06)

Il est parfois a caractere héréditaire. Des formes familiales ont été décrites,

soit isolées, soit dans le cadre d’'une autre maladie héréditaire.

Il est le plus fréquent des cancers thyroidiens soit 63% avec une
prédominance féminine. Le sex-ratio femme/homme est entre 2 et 3 (répartition
en Algérie 2011) avec une moyenne d’age au moment du diagnostic de 31 a 49
ans. Il constitue 90% de I'ensemble des carcinomes thyroidiens de I'enfant en
Algérie. [Benserai F/Z., 2011]

Le CPT résulte de I'accumulation de différentes altérations génétiques et épi-
génétiques au niveau du noyau cellulaire des thyréocytes. Pour les mutations |l
convient de faire la distinction entre les mutations ponctuelles et les
réarrangements chromosomiques. La majorité des CPT surviennent de facon
sporadique et non familiale. La plupart des mutations concernent la voie MAPK.
Parmi celles-ci, le géne le plus fréquemment muté code pour 'oncogéne B-Raf
(dénommé B-Raf V6%°F) [Longvert C., et Larue L., 2012]

% Principales variantes microscopiques du CPT
Le CPT comporte de multiples variantes morphologiques, dont certaines sont
définies en fonction de leur architecture histologique, parmi ces principales
variantes :
1-Variante vésiculaire: la tumeur n'est composée que de vésicules. Son
architecture est trés proche de celle d’'une tumeur bénigne adénomateuse étre,
surtout si elle est encapsulée, mais les noyaux sont ceux d’'un CPT et son

comportement est celui d’'un CPT dans les formes encapsulées [Frederique T., et
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Caroline E-M., 2014], le diagnostic peut étre difficile avec certains cancers
vésiculaires.[Laurence B. et al, 2015] (Annexe A- Figure 20-A)

2-Variante oxyphile (oncocytaire): il s’agit d’'une entité rare devant faire
éliminer un adénome a cellules oxyphiles présentant vésicules dont les cellules
montrent un cytoplasme caractéristique trés éosinophile.[Frederique T., et
Caroline E-M., 2014] Le diagnostic peut également étre difficile avec certains
carcinomes papillaires a variante oncocytaire. [Laurence B. et al, 2015] (Annexe
A- Figure 20-B)

3 -Variante a cellules hautes: caractérisée par des cellules deux fois plus
hautes que larges, ces cancers représenteraient prés de 10% des CPT et sont de
pronostic moins favorable. Le cytoplasme cellulaire est rose pale un peu dépoli et
contient, en microscope électronique, de nombreuses mitochondries. [Frederique
T., et Caroline E-M., 2014] Le diagnostic peut également étre difficile avec
certains carcinomes papillaires a cellules hautes. [Laurence B. et al, 2015]
(Annexe A- Figure 20-C).

4-Variante a cellules cylindriques: sont trés rares, cellules cylindriques
pseudo stratifiées, cytoplasme clair (parfois vacuole supra ou infra-
nucléaire).Noyaux hyper-chromatiques : les anomalies nucléaires «classiques» de
carcinome papillaire sont rares. La morphologie rappelle un carcinome
endométrial ou coligue métastasique. Elles sont des tumeurs plus agressives que
la forme classique. Souvent évoluée localement au moment du diagnostic.
[Frederique T., et Caroline E-M., 2014] (Annexe A-Figure 20-D).

I.2.2. Facteurs de risques

- Les rayonnements ionisants représentent le facteur de risque majeur du
CPT. [Kondo T. et al, 2006]

- les cancers folliculaires sont plus fréquents en cas de carence en iode.

- le CPT est élevé en cas de polypose colique familiale et de maladie de
Cowden.

- Environ 5 % des sujets atteints du CPT ont également un apparenté atteint
d’'un cancer papillaire, ce qui suggeéere l'existence d’une prédisposition

géneétique chez certains patients ; les anomalies génétiques responsables
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de cette prédisposition familiale ne sont pas connues. [Schlumberger M.
2010]
[.2.3. Diaghostic

Le diagnostic repose sur des criteres nucléaires caractéristiques, les
noyaux étant de taille augmentée, de forme ovalaire, se chevauchent, d’aspect
clarifié et contenant des incisures et des pseudo-inclusions. [Kondo T. et al,
2006] (Figure06)

L’architecture est variable, la tumeur étant constituée de papilles, mais
également fréquemment de vésicules de taille variable; I'architecture peut
également étre kystique, solide ou trabéculaire, dans tous les cas ce sont les
criteres nucléaires qui permettront de faire le diagnostic de carcinome
papillaire.[Gauchotte G. 2010]

Figure 06: Histologie : aspect microscopique d'un CPT classique (HE ; Gr
x40). [Bejjani L., 2008]

=P : Les noyaux en verre dépoli.

E : Forme papille.
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[.2.4. Profil génétique
A- Carcinogenése du CPT
e Principales altérations génétiques

Le CPT résulte de 'accumulation de différentes altérations génétiques et
épigénitiques.la plupart sont des anomalies moléculaires activant la voie MAPK,

environ 70% des carcinomes papillaires de la thyroide.

Il s’agit de réarrangements chromosomiques, le plus souvent de type
RET/PTC, de mutations ponctuelles activatrices des trois isoformes de 'oncogéne
Ras (H, N et K-Ras), ou de I'oncogéne B-Raf. La mutation B-RafV6%E est la plus
frequemment identifiée, elle est associée a une plus grande agressivité clinique
(diagnostic a un stade tardif, risque de récidives et de déces accru). [Roger S. et
al, 2014 ; Buffet C., 2014] (Annexe A- Tableau 02).
1-Réarrangements chromosomiques de types RET/PTC

Il s’agit d’'une fusion entre la portion C-terminale du proto-oncogéne RET
(domaine a activité Tyrosine Kinase) et la partie N-terminale d’'un partenaire de
fusion dont le gene est exprimé dans le thyréocyte et qui a la capacité de
s’homodimériser. L’'oncogéne RET est exprimé uniquement dans les cellules C
(para folliculaires). La dimérisation constitutive de cette protéine de fusion permet
I'activation du domaine catalytique de RET conduisant ainsi a ['activation
constitutive de la voie MAPK. Les modéles murins ont montré de facon constante
que le réarrangement RET/PTC était probablement un événement précoce car, il
est capable d’initier la carcinogenése thyroidienne. [Buffet C., 2014]

2- Mutation de Ras

Les mutations ponctuelles du gene Ras ne sont pas spécifiques d’un type
particulier de tumeur de la thyroide et sont ainsi observées dans les CPT. Les
mutations surviennent sur les isotopes de Ras (H, K et N-Ras). Dans sa forme
inactivée, la protéine Ras est liée au GDP. Apres activation, la protéine Ras se
dissocie du GDP et se lie ainsi au GTP, activant la voie MAPK et d’autres voies de
signalisation, comme la voie PI3K/AKT. Les points de mutation dans le domaine
spécifigue du gene Ras augmentent I'affinité de la protéine Ras-GTP pour le GTP
ou bien inactivent sa fonction auto-catalytigue GTPase. La résultante de ces

mutations est que la protéine mutée devient activée de facon permanente et
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stimule de fagon chronique les cibles situées en aval. En pathologie thyroidienne,
dans le CPT, les mutations de Ras surviennent dans 10-20 % des tumeurs. Il est
intéressant de constater que parmi les CPT présentant une mutation de Ras, il
s’agit presque toujours de CPT a variante histologique folliculaire, encapsulés, et
avec peu ou pas de métastases ganglionnaires. [Hofman P., 2011]
3- Mutation de B-Raf

Les mutations activatrices sur le géne B-Raf sont les altérations génétiques
les plus communes des carcinomes papillaires de la thyroide.

Une grande majorité de ces mutations surviennent sur le nucléotide
1799 et résultent de la substitution d’'une valine sur une glutamine sur le résidu
600 (V600E). Cette mutation ponctuelle entraine une activation constitutive de la
kinase B-Raf, une stimulation chronique de la voie MAP kinase, et apparait
tumorogénique pour les cellules thyroidiennes.

D’autres mutations du géne B-Raf sont plus exceptionnellement trouvées, en
particulier dans certains CPT associés a des antécédents d’exposition a des
radiations ionisantes ou dans des types histologiques rares. La mutation B-
RafV600E est essentiellement observée dans le CPT de type histologique
« conventionnel ou classique » et dans la variante histologique a cellules hautes,
bien plus rarement dans la variante folliculaire des CPT .Cette mutation peut
parfois étre observée dans les carcinomes anaplasiques (indifférenciés) et dans
certains carcinomes peu différenciés se développant sur un CPT. Finalement,
cette mutation de B-Raf est un marqueur spécifique des CPT. [Hofman P., 2011]
B - Oncogéne B-Raf

B-Raf fait partie de la voie MAPK qui régule la croissance cellulaire, la
prolifération et la différentiation en réponse a une stimulation par des facteurs de
croissance, des cytokines et des hormones. [Wan PT. et al, 2004] Il fait partie
d’'une famille de 3 sérine/thréonine kinases incluant A-Raf et C-Raf (aussi
nommeée Raf-1). Chacune de ces protéines est codée par un gene situé chez
I'hnumain sur les chromosomes X, 7 et 3 respectivement pour A-Raf, B-Raf et C-
Raf. A-Raf est la plus petite des isoformes (68 kDa) ; C-Raf a une masse de 72-74
kDa. B-Raf est soumis a un épissage alternatif produisant différentes isoformes de
75 a 100 kDa. Les 3 protéines Raf partagent la méme structure et sont formées de
3 régions conservées : CR1, CR2 et CR3. La région CR1, a l'extrémité N-

terminale, contient un domaine de liaison a Ras et un domaine riche en cystéines,
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tous les 2 nécessaires pour le recrutement de Raf a la membrane plasmique. La
région CR2 contient un domaine de liaison a la protéine 14-3-3 qui maintient Raf
dans une conformation inactive, dans le cytoplasme, a I'état basal. La région CR3,
a l'extrémité C-terminale, contient le domaine catalytique. A I'état basal, Raf
adopte une conformation dans laquelle I'extrémité N-terminale inhibe le domaine
catalytique C-terminal. B-Raf est également exprimé dans un grand nombre de
tissus, mais son expression prédomine nettement dans les tissus neuronaux.
[Montero C. et al, 2013] (Figure 07).
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Figure 07: Structure schématique de BRaf. [Longvert C. et Larue L., 2012]
B.1. Régulation de B-Raf

A l'état basal, Raf est maintenue dans une conformation inactive, dans le
cytosol par son association avec la protéine 14-3-3 et possiblement aussi la
protéine CNK.

Aprés stimulation par un facteur de croissance, Raf est recruté a la
membrane plasmique ou il interagit avec RAS activé via les domaines de liaison a
RAS et riche en cystéines de Raf. La liaison de RAS modifie I'interaction de Raf
avec pl4-3-3, rendant certaines sérines phosphorylées accessibles a la
phosphatase PP2A. La déphosphorylation de ces sites entraine un changement
de conformation de Raf lui permettant d’étre la cible d’autres modifications
activatrices. [Sala E. et al,2008] (Figure09). Une étape clé permettant I'activation
de Raf est également la formation d’homodiméres ou d’hétérodiméres entre les 3
isoformes de Raf.

L’activation de Raf entraine I'activation de MEK suite & sa phosphorylation

(MEK est la seule cible connue des protéines Raf). [Sala E. et al, 2008] Elle active
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ERK par phosphorylation de sites tyrosine et thréonine. ERK phosphoryle a son
tour de nombreux substrats cytoplasmiques, membranaires et nucléaires.

ERK phosphorylé peut transloquer vers le noyau pour activer différents
facteurs de transcription et ainsi réguler 'expression de génes impliqués dans la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaires. [Chen Z. et al, 2001;
Nikiforov YE., 2008]

B.2. Anomalies moléculaires de B-Raf

Plus de 45 mutations ont été identifiees dans le gene B-Raf dans une large
variété de cancers humains. L’'oncogéne B-Raf est muté dans approximativement
7% des cancers humains. [Dultz LA. et al,2013] La plupart de ces mutations
concernent des acides aminés conservés entre les 3 isoformes de Raf. [Montero
C.et al, 2013; Dultz LA. et al, 2013]

La substitution d’'une thymine par une adénine en position 1799 du gene,
responsable d'un changement d’'une valine en glutamine en position 600 (B-
RafV69E) (Figure 08); représente 90% des mutations identifiées. Cette mutation
est située dans le domaine catalytique de la kinase et la rend environ 500 fois plus
active que B-Raf sauvage activée par Ras. [Durante C. et al, 2007]

Au contraire de la protéine sauvage, le mutant B-RafV600E est capable
d’activer MEK sans dimérisation préalable. La majorité des autres mutations
identifiées de B-Raf sont situées dans la région CR3 de la protéine, au sein du
domaine catalytique et d’'une boucle riche en glycine. Certains mutants de B-Raf
alterent I'activité kinasique (réduction de I'activité de 30 a 80% par rapport a B-Raf
sauvage activé par Ras). Ces mutants sont malgré tout capables d’entrainer
I'activation constitutive de la voie MAPK, grace a une interaction avec C-Raf qui
active alors en aval MEK. [Durante C. et al, 2007; Mesa C. et al, 2006]

Comme évoqué ci-dessus (Figure10-B), les mécanismes d’activation de B-
Raf pourraient expliquer la fréquence élevée de mutations du géne B-Raf
identifiées en cancérogenése humaine. [Montero C et al, 2013 ; Long GV. et al,
2011]

Au contraire, pour A-Raf et C-Raf, rarement mutées en pathologie
cancéreuse humaine, ayant une activité kinasique basale faible et dont I'activation
nécessite plusieurs évenements moléculaires successifs, de simples mutations

ponctuelles ne seraient pas suffisantes pour entrainer leur activation constitutive
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(aucune mutation d’A-Raf ou C-Raf n’a été identifice dans le CPT).
[Krauthammer M. et al, 2012]

La mutation de 'oncogene B-Raf est identifiée en dehors des cancers de la
thyroide, principalement dans les mélanomes.

Une mutation de B-Raf peut étre identifiée dans des cancers ou 'oncogene
RAS est également impliqué. Les mutations B-RafV6%E et de RAS surviennent de
facon mutuellement exclusive, suggérant qu’'un seul événement suffit a entrainer

une activation constitutive de la voie MAPK. [Degl'Innocenti D., et al, 2013]
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135 1" 0 314 M3 - 118 100
Domaine Boucle-P Segment
de liaison d'activation
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Figure 08: Structure schématique de B-RafVé%°E, [Lise B., 2015]
V600E : La position de la mutation V600E.
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Figure 09:Activation de la voie MAPK via Ras, RET/PTC et B-Raf. [Tang
T.K., Lee C.H., 2010]
[.2.5. Traitement
Le traitement dépend du stade du cancer: le compte-rendu
anatomopathologique va servir de base au traitement.
% Les stades du développement du CPT [Roger S. et al, 2014; Société
canadienne du cancer, 2008]

La stadification du cancer consiste a définir la taille de la tumeur et a vérifier
si elle s’est développée au-dela du site ou elle a pris naissance. Elle varie selon
les types du CPT car chacun d’eux se comporte et se développe a sa fagon. De
plus, le CPT se manifeste souvent de maniere différente selon que les sujets
ont soit : (Annexe A- Tableau 03)

- moins de 45 ans: deux stades | et Il

- plus de 45 ans: quatre stades de | - IV.

(La classification pTNM actualisée en 2010 = annexe A- Tableau 04).
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A- Traitement chirurgical et I’lra-thérapie

La thyroidectomie totale est le traitement de premiére ligne. Cet acte
chirurgical est complété par une destruction isotopique a l'iode qui a pour but de
détruire les reliquats thyroidiens normaux afin de faciliter la surveillance ultérieure
en augmentant la spécificitt du dosage de la thyroglobuline, d’effectuer une
scintigraphie du corps entier 2 a 7 jours aprés la prise de 1-131 pour permettre un
bilan d’extension complet et s’assurer de I'absence de maladie résiduelle, de
traiter d’éventuels résidus tumoraux permettant ainsi de diminuer les rechutes

cliniques et d’'améliorer la survie. [Leboulleux S. et al, 2014]

B- Radiothérapie externe

La radiothérapie externe peut étre utilisée lorsque le traitement a liode
radioactif n’a pas permis de détruire la totalité des cellules thyroidiennes

cancéreuses et qu’il est impossible de les retirer par la chirurgie.

Elle consiste a utiliser des rayons pour détruire les cellules cancéreuses
restantes. Contrairement au traitement a I'iode radioactif, la radiothérapie repose
sur l'utilisation de rayons fabriqués par une machine qui cible, depuis 'extérieur,
les régions du cou et du médiastin concernées. Dans de nombreux centres, la
radiothérapie conformationnelle est utilisée. Cette technique modélise en trois
dimensions sur ordinateur la zone traitée et permet ainsi de cibler de maniére plus

précise les tissus cancéreux. [les traitements des cancers de la thyroide, 2013]
C-Thérapie ciblée

La chimiothérapie a montré des résultats peu satisfaisants aux stades
avancés ou la chirurgie et l'iodo-thérapie ne sont plus de mise. Ces dix
dernieres années ont été margquées par des avancées majeures dans la
connaissance des particularités moléculaires de ce cancer et leurs corrélations
thérapeutiques, de méme des essais cliniqgues se sont intéressés au traitement
de cette pathologie aux stades métastatiques et ont permis de développer un
panel thérapeutique important ciblant 'angiogenése.
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+ Ciblage angiogenese et B-Raf

Le sorafénib est un inhibiteur tyrosine kinase multi-cibles qui bloque de
multiples voies impliquées dans la pathogenése du cancer différencié de la
thyroide. Ces voies de signalisation comprennent: Ras, B-Raf, MEK, des voies de
signalisation de ERK indépendantes du ligand: VEGF, PDGF et leurs récepteurs.
(Figural0O-A) L’effet anti tumoral du sorafénib semble meilleur dans le CPT que
dans les carcinomes folliculaires et dans les cas de lésions secondaires

pulmonaires plutdt qu'osseuses. [Brose MS. et al, 2009 ; Hoftijzer H. et al, 2009]
% Ciblage B-Raf

Le vemurafénib est un des inhibiteurs qui a été testé dans le cancer papillaire
thyroidien métastatique non résécable ou réfractaire a I'iode avec une mutation du
B-RafV600E. Cette molécule a déja démontré une activité anti tumorale dans
I'étude de phase | chez les patients atteints du CPT (B-RafV69%°E), [Kevin B., 2013]
(Figurel0-A) Les effets indésirables sont I'éruption cutanée, la fatigue, perte de
poids, l'augmentation de la bilirubine, anémie, augmentation de la créatinine.
[Rose MS. et al, 2013]
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A- Activation paradoxale de la voie MAPK B- Activation de la voie MAPK dont
le dans les tumeurs traitées par B-RafV6%°E [Eymerit-Mori C., 2014]

I'inhibiteur du B-RafY6%E, [Hsiao SJ. et al, 2014]

Figurel0O: Schémas explicative de la voie MAPK en cas pathologique et en

cas du traitement.
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Notre étude est basée sur 40 prélevements présentant un carcinome
papillaire thyroidien réalisée au Service d’anatomie pathologique du CHU
MUSTAPHA PACHA ALGER, notre stage a duré 6 mois (janvier — juin 2016).

I.1. Objectifs de I’étude

Vu qu'’il existe plusieurs variantes histologique du CPT montré par 'étude
annatomo-pathologique ; Nous avons voulu approfondi nos résultats et confirmer
certains types par une étude immunohistochimique pour le marquage de la
protéine B-Raf'*°t impliqué dans la voie de la prolifération, dont cette derniére
pourrait étre le produit d’'une mutation activatrice du gene B-Raf.

11.2. Matériel
1.2.1. Population d’étude

- La population comporte 40 patients. (39 femmes et 1seul homme).
(Annexe B-tableau 05)

- L’age varie entre06 a 78 ans.

- Etude rétrospective (période entre 2011-2015) comporte 39 cas dont :
12/40 cas ont été réceptionnés en 2015 ; 11/40 en 2014 ; 2/40 en 2013 ; 13/40 en
2012 et un seul cas en 2011, dont les cas sélectionnés on subit soit une
thyroidectomie total soit une lobo-isthémectomie ou une thyroidectomie total + un
curage ganglionnaire, et on n'a pas pris les blocs communiqués.

- Etude prospective d’'une période de 4 mois, de Février 2016 a Mai 2016
dont il a été réceptionné un seul cas.

11.2.2.Matériel d’étude

+ Le matériel utilisé consiste en:
» Des dossiers de patients:

- Fiches de renseignements accompagnant les piéces opératoires et
comportant obligatoirement les données suivantes : nom, prénom ;age;
sexe ; type d’intervention, antécédents du patient, traitements éventuels
diagnostics soulevés par le clinicien.

Des comptes-rendus anatomo-pathologiques.
Des blocs de paraffine et des lames pour les cas rétrospectifs.
Des pieces opératoires pour les cas prospectifs.

Y V V
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11.3. Méthodes
11.3.1.Etude anatomopathologique

v Les prélevements arrivant au laboratoire sont réceptionnés dans des
flacons remplis de formol (formaldéhyde a 10%) c’est un fixateur.

= Le but de la fixation par le formol est de :
v' Conserver les structures des tissus.
v" Permettre la technique histologique et les colorations ultérieures.
v' Permettre une bonne étude immuno-histochimique :
¢ Le prélevement ne doit étre ni sous fixé ni sur fixé et le temps

de la fixation dépend de la taille et de type du prélevement ou
de la tumeur (a partir de 6h a 24h).

A-Etude macroscopique

-Permet un examen a I'ceil nu de la piéce et précisant : forme, (taille,
consistance, coloration, présence de nodules dans cette piéce (nombre, taille,
consistance, situation exacte dans la piece et par rapport a la capsule
thyroidienne). (Annexe B- figure 21)

-Permet de réaliser des prélévements sur le ou les nodules suspects.

Un schéma est réalisé précisant le siege exact des prélevements sur le ou les
nodules suspects ainsi que leur situation par rapport a la capsule.

Les prélevements sont ensuite mis dans des cassettes d’inclusion, pour subir
les différentes étapes de la technique usuelle de routine.

B- Technique usuelle de routine
b.1.Déshydratation

» permettant d’éliminer 'eau. (Annexe B-figure 22- a)
v' On passe les tissus dans des bains d'alcool de degré croissant

(40°,80°,90°,95°,99°,100°) ; I'intérét est d’éliminer le fixateur.
v L’alcool (éthanol) est ensuite remplacé par le xyléne ou du toluene ; ces

substances éliminent I'’éthanol.
b.2. Inclusion

v' L’éclaircissement des tissus.
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v" Une fois totalement imprégné, le tissu placé dans la paraffine fondue
(portée a 56 /58°C) ; la chaleur provoque I'évaporation du solvant et sa

dissolution dans la paraffine.
v’ La paraffine est placée dans des petits moules métalliques, a

température ambiante, ce qui provoque son durcissement; donc on
obtient des fragments tissulaires inclus dans un bloc de paraffine.
(Annexe B-figures 22-b et 23)

b.3. Coupes

v" On coupe a l'aide d’'un microtome (Annexe B-figure 24) les blocs pour

obtenir des rubans de 4 a 5 um d’épaisseur.
v" Puis, étalement des rubans obtenus sur des lames de verre.

b.4. Colorations a I’lhématoxyline éosine

Toutes les colorations passent par le déparaffinage des coupes pour cela trois
bains successifs de xyléne et deux bains d’alcool puis un ringage a lI'eau du

robinet. (Annexe B-figure 25)

v' Elle permet de visualiser les principaux constituants morphologiques des

cellules :
» L’hématoxyline colore les noyaux en violet.
» L’éosine colore le cytoplasme en rose.

b.5. Montage

v' Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelles avec une colle
« Eukitt »dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre. (Annexe B-

figure 26)
v" On dispose alors d’'une lame préte a étre observée au microscope optique.

C- Etude microscopique

v Un compte rendu d’analyse anatomopathologique est alors rédigé par le
meédecin, reportant toutes les données macroscopiques et microscopiques

et posant un diagnostic.
v' Ce compte rendu sera remis au médecin traitant qui décidera d’une

conduite thérapeutique en fonction des résultats de cette analyse. (Annexe
B- figures 27)
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11.3.2. Immuno-histochimie

>
>

v

Elle ne se fait pas de fagon systématique pour tous les prélevements.
Elle obéit a des indications bien précises : c’est 'examen morphologique

sur coupes colorées a I'HE qui va déterminer le ou les AC a utiliser.
L’étude immuno-histochimie consiste a mettre en évidence divers

antigenes cellulaires, ou extracellulaires, grace a des anticorps
spécifiquement dirigés contre eux, sur des coupes histologiques. Les Ag
recherchés peuvent étre des Ag membranaires, cytoplasmiques,

nucléaires, ou des protéines de la matrice extracellulaire.
Dans notre étude ; l'anticorps anti-BRaf est utilisé pour marquer

I'expression de la protéine mutante BRaf (Ag cellulaire cytoplasmique)

dans le CPT sur des échantillons fixés au formol, et inclus en paraffine.

Remarque |

+ Dans notre étude, on a pris en considération I'étude de trois (03) lames

correspondant a trois (03) variantes du CPT.

s L'étude immuno-histochimique est réalisée a l'aide de ['automate

VENTANA (Annexe B-figure 28), il fonctionne selon le méme principe que
la technigue manuelle. Cet automate est dirigé par un systéme
informatisé ; cette machine fonctionne avec des réactifs qui sont

indispensables :

- DAB (Diamino-benzidine) : détecte I'expression de la protéine BRaf %%,

C’est un révélateur des zones tumorales.

- Blueing Reagent : colore les tissus en bleu.
- LCS : liquide qui couvre les lames.(Annexe B-figure 29)

1.3.2.1. Confection des lames pour I'lHC

Des coupes de 3um sont réalisées sur les blocs d’'inclusion en paraffine,

ensuite I'étalement sur des lames silanisées (permet I'adhérence sur la lame, et

une bonne fixation du prélévement sur la lame), puis séchées dans une étuve a

54° pendant une nuit.

11.3.2.2. Technique
a. Déparaffinage

Déparaffiner les lames dans 4 bains de xyléne pour 5 min.
Réhydrater les lames dans 4 bains d’alcool pour 5 min.
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- Passage a 'eau courante.
b. Démasquage

- Permet aux AC d’entrer en contact avec les Ag en coupant les liaisons
covalentes inter et intra moléculaires entre les protéines et les

glycoprotéines occasionnées par la fixation formolée.
- Selon la fiche technique de I'’AC la lame subit plusieurs traitements, soit :
+ Traitement enzymatique (Protéinase k).
» Sans prétraitement PHO.
» Traitement thermique via un bain marie (PH6 ou PH9) :
Immersion des lames dans un tampon et incubation a 95° pendant

40 min, ensuite laisser les lames refroidir pendant 20 min ( pour
éviter le choc thermique et I'éclatement cellulaire), puis disposition
des lames sur un plateau en milieu humide et rincage a l'eau
distillée (ED).

c. Dépot de I'anticorps sur la lame

- Délimiter le prélevement par un marqueur gras hydrophobe Dakopen.
- Mettre les lames dans I'eau oxygénée H,O, pendant 10 min (pour bloquer

I'activité des peroxydases endogenes présentes dans certaines cellules).
- Ringage a ED.
- Application de I'AC primaire dilué selon lintervalle, puis incubation

pendant 40 min a 1h.
- Ringage au PBS : 3bains x2 min.
- Application de 'AC secondaire (pour renforcer la réponse immunitaire).
- Ringage via PBS : 3 bains x 2 a 5 min.
- Incubation avec le complexe streptavidine peroxydase (pour amplifier les

sites antigéniques).
d. Révélation

- Ajout du chromogéne DAB pendant 10 min on obtient une coloration

brunatre.
- Ringage soit a 'eau ou PBS.

e. Coloration

- Coloration a 'hématoxyline de Meyer(pour colorer le noyau).
- Lavage a I'eau courante.
- Passage dans I'alcool rapidement (la déshydratation).
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f. Montage

- En utilisant 'Eukitt.
- Observation au microscope optique des lames confectionnées.

g. La lecture microscopique

Les résultats de I'lHC sont consignés sur la base de cellules
tumorales marquées ou non avec une coloration cytoplasmique comme

suit:
- (0) aucune coloration ou faible coloration, intensité dans 10% ou moins

de cellules.

(1+) faible coloration dans plus de 10% des cellules.
(2+) coloration modérée dans plus de 10% des cellules.
(3+) une forte coloration dans plus de 10% des cellules.

La tumeur a été enregistrée comme positive lorsque le score était (1+) ou plus,

négative lorsque le score était de (0).

+ Remarque Il

Il existe quatre indications essentielles de I'lHC en cancérologie :

= Le diagnostic.

= La recherche de cancer primitif.

= Larecherche de facteurs pronostiques.

= Larecherche de facteurs prédictifs de la réponse aux traitements.

L’immuno-histochimie n’est en principe pas utile en pratique quotidienne
pour porter le diagnostic de carcinome papillaire : I'étude morphologique

(architecture papillaire, noyau en verre dépoli) suffit a poser le diagnostic.

L’IHC devient utile en cas de tumeur métastatique et en cas d’échec avec les
autres armes thérapeutiques.[ DeLellis RA. et al,2004]

11.3.3. Evaluation de 'immunomarquage

Le marquage attendu est de localisation cytoplasmique de couleur brunatre.
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I.4. Analyse des données

Les données ont été saisies et analysées avec le logiciel Excel. Les
résultats des analyses descriptives étaient exprimés en pourcentage pour les
variables qualitatives, et en moyenne, médiane, écart-type pour les variables

quantitatives.
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[ll.1.Données cliniques

Notre étude concerné 40 patients qui présentaient tous un carcinome papillaire
thyroidien.

[11.1.1. Répartition des patients selon le sexe et I’age

A. Représentation graphique selon le sexe

® Femme

® Homme

97,5%

Figure 11: Répartition des patients selon le sexe.

Dans notre série de 40 cas de CPT. Nous avons enregistré une prédominance
féminine représentée par 39 femmes soit 97,5% et un seul homme soit 2,5%
avec un sex-ratio H/F de 1/39. (Figure 11) (Annexe C-tableau 06)
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B. Représentation graphique selon I'age

40 4 37,5%
35
30
25

20

15

Nombre des cas (%)

10

[6-22] [22-38[ [38-54] [54-70[ >70
Age (ans)

Figure 12: Répartition des cas selon I'age.

L’age moyen de nos patients est de 43,63 ans (£13,05 ; médiane= 43ans) la
tranche d’age la plus représentée étant celle de [22- 38[ avecl5 patients soit
37,5%, elle est suivie par les tranches [38-54[ et [54-70[ représentaient
successivement par 30%( 12 cas) et 22,5% ( 9 cas), un seul cas de la classe [6-

22[soit 2,5% et 3 patients de plus de 70ans soit 7,5% . (Figure 12) (Annexe C-
tableau 07)
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[11.1.2. Répartition des cas selon le type du prélévement

% Repreésentation graphique selon la nature du prélévement

2,5%

= thyroidectomie total
= thyroidectomie + curage
= lobo isthmectomie

Figure 13: Répatrtition des cas selon le type du prélévement.

Dans notre étude, trois types d’interventions chirurgicales ont été pratiqués,
dont le prélevement le plus réalisé est la thyroidectomie totale soit 77,5% de cas,
la lobo-isthmectomie représente la deuxiéme classe apres la thyroidectomie totale
soit 20% cas, et le troisiéme type représenté par une faible répartition avec 2,5%
de cas concerne la thyroidectomie suivie par le curage ganglionnaire. (Figure
13)(Annexe C-tableau 08)

» La taille tumorale est trés variable: taille microscopique < 1cm et taille

macroscopique > 1cm.
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Résultats histologiques
[11.1.3. Répartition des cas selon le type histologique

% Représentation graphique selon les variantes du CPT

35 35%

(,9%

Nombre des cas (%)
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Figure 14: Répartition des cas selon les types histologiques.

Dans notre série de 40 cas , nous avons enregistré 05 principaux types
histologiques du CPT, répertoriés comme suit : la variante vésiculaire est la plus
représentée avec 35% des cas, 32,5% cas concerne le CPT classique, 22,5% cas
presentent I'aspect micro-CPT et les deux derniers types sont enregistrés par de
faibles répartitions, la variante trabéculaire/solide avec 7,5% des cas et pour

I'aspect histologique mixte avec2,5% des cas. (Figurel4) (Annexe C-tableau 09)
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[11.2. représentation histologique des différents types du CPT

A. Carcinome papillaire classique de la thyroide

A. Vue générale des papilles B. Aspect microscopique d'architecture
(Gr x 10). papillaire (Gr x40).

Figure 15: Aspect microscopique d'un carcinome papillaire classique de la
thyroide, coloration a I'HE.

P: Papilles; N : Noyaux; C.V: axe Conjonctivo-Vasculaire.

La tumeur, dans ce type de carcinome, est représentée par des papilles, faites

d’'un axe conjonctivo-vasculaire et de forme allongée. (Figure 15)

» Aspects nucléaires du carcinome papillaire de la thyroide

Les noyaux sont arrondis de forme en grains de café (aussi dénommeés «en
verre dépoli»), leurs chromatines sont condensées. lls sont caractéristiques quelle

que soit I'architecture de la tumeur. (Figure 15-B)
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B. Les différentes variantes du CPT

a. CPT de type Vésiculaire
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A. Aspect microscopique vésiculaire B. Aspect microscopique vésiculaire
(Grx10). (Gr x 40).

Figure 16: Variante vésiculaire du carcinome papillaire (HE).

V: vésicule, C: colloide, N: noyaux.

Les vésicules sont irrégulieres de petite ou de taille moyenne avec des noyaux

caractéristigues du CPT. Absence de papilles vraies. (Figure 16)
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b. Micro carcinome papillaire de la thyroide
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A. Micro carcinome papillaire B. Forme vésiculaire pure du micro-CPT.
d'architecture mixte.

Figure 17:Micro carcinome papillaire (HE; Gr x 10).

V: forme vésiculaire. P: foyers papillaires.

Cette variante se caractérise par une petite taille de la tumeur qui est
inférieure a 1 cm d’ou son nom .C’est un cancer de découverte souvent fortuite au
cours de l'analyse microscopique d'un goitre ou d’une thyroidite. Il posséde une
architecture mixte: papillaire et/ou vésiculaire pure. (Figure 17)
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c. Lavariante trabéculaire/solide

A. Aspect microscopique d’architecture B. Aspect microscopique d’architecture
trabéculaire . solide.

Figure 18 : Variante trabéculaire/solide du carcinome papillaire de la
thyroide (HE ; Gr x10).

Cette variante est constituée de Massifs pleins ou épaisses travées fibreuses.
(Figure 18)
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[1.4. Résultats Immuno-histochimiques de I’expression du B-RafV600E

N L) '.7 "
v AL g

Al W
" : [ k A

A. Carcinome papillaire B. Micro-carcinome papillaire C. Variante vésiculaire
thyroidien classique. thyroidien. du CPT.

Figure 19 : Expression du B-RafV6%E au niveau cytoplasmique dans les
variantes du carcinome papillaire de la thyroide détecté par 'immunohistochimie
(Gr x10).

L’expression cytoplasmique du marqueur B-RafVt%E est positive dans les
deux variantes : le CPT classique avec une forte coloration (3+) (Figure 19-A) et le
micro-CPT avec une coloration modérée (2+) (Figure 19-B) et négative dans la
variante vésiculaire (aucune coloration observée ) (Figure 19-C).
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Le carcinome papillaire est le cancer endocrinien le plus fréquent parmi les
carcinomes thyroidiens représentant environ 70 % a 90% des cancers dans le
monde. [ Yip et al. 2015 ; Brecheteau, 2014 ; Kilfoy et al. 2010; Moses et al.,
2009 ; Truong et al., 2007].

Il est défini selon TOMS 2004 comme « une tumeur épithéliale maligne,
présentant une différentiation folliculaire évidente, d’architecture papillaire et
caractérisée par un aspect nucléaire particulier ».

Les noyaux sont caractéristiques quelle que soit I'architecture de la tumeur.ils
sont dits en « verre dépoli ». [Benserai F/Z., 2011 ; Leenhardt L. al, 2005.]

D’apres les données épidémiologiques de nos résultats sur 40 patients
atteints de CPT :

Une prédominance féminine [de 39 cas (97,5%)] est observée par rapport au
sexe masculin [un seul cas soit 2,5%], cette prédominance est confirmée chez
plusieurs chercheurs : HAFID 1., 2012, Benserai F/Z., 2011 ;Krahenbuhl et al,
2012 ; Boumansour et al, 2014 ; Zoghlami et al, 2014 ; Xiaoli et al, 2016.

L'origine de cette inégalité sexuelle serait due a des facteurs hormonaux
propres aux femmes, ainsi qu'aux grossesses qui favorisent la constitution de
goitres et de nodules thyroidiens. [DelLellis R. et al., 2004] De plus, 'allaitement
pourrait jouer un rble propre dans 'augmentation transitoire de CPT. [Brindel et
al, 2009]

Plusieurs études suggerent une implication du taux d’oestogénes circulant
dans la pathologie thyroidienne proliférative. [DeLellis R. et al, 2004 ; Vivacqua
A. et al, 2006; Chan EK. et al, 2006]. Cette prédilection féminine reste toutefois

encore mal élucidée.

Le CPT survient a tout 4ge ; L'age moyen de nos patients est de 43.63 ans
(£5.92) avec une tranche d’age la plus représentée de [22- 38 pour 12 cas
(37,5%). Nos données se rapprochent de celles rapportées par Benserai F/Z,
2011 (de 35,5 ans ) ;Krahenbuhl et al, 2012 ('age moyen d’apparition de 30 a 50
ans) ; Boumansour et al, 2014 (de 46 ans) ;Zoghlami et al, 2014 ( de 43,2 ans) ;
Sun et al, 2015 (de 41ans) ; Xiaoli et al. 2016 (de 44ans), HAFID 1.,2012 (de
43,27 ), Hadjarab S. et al. 2004 (de 46 ans).
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L’age est un facteur déterminant dans le cancer de la thyroide, Cela peut
étre d0 a l'irradiation externe de la thyroide a I'dge adulte et dans I'enfance ou une
exposition radioactive dans une zone contaminée qui sont les principaux facteurs
de risque. [Bouklikha C. et Sefiane D. 2014 ; Roger S. et al, 2014]

Les patients agés de 20 a 45 ans lors du diagnostic initial présentent la
meilleure évolution. Tant que le carcinome reste limité a la thyroide, I'age ne
présente pas d’incidence pronostique. La situation est différente en cas de
métastase.[Roger S.et al, 2014]

Concernant la nature du prélévement, 77% des prélévements effectués
sont des thyroidectomies totales, 20% pour lobo-isthemectomie et 3% pour une
thyoidéctomie + curage, ces chiffres sont proches de I'étude de Zoghlami et al,
2014.

Le plus souvent une thyroidectomie totale est la plus recommandée car,
méme dans les cancers papillaires de bon pronostic, ce geste donne un taux de
récidive loco régionale plus faible qu’un geste unilatéral (le cancer papillaire est
souvent multifocal). [Bouklikha C. et Sefiane D. 2014]

I est uniquement possible de renoncer a une totalisation de Ia
thyroidectomie en cas de micro-carcinome papillaire (diamétre <1 cm) confiné a la
thyroide et non métastatique, lorsque le diagnostic a été posé aprés résection
partielle de la thyroide. [Roger S.et al, 2014]

On peut discuter un geste limité a une lobo-isthmectomie uniquement dans
les formes d’excellent pronostic (dge<45 ans, cancer papillaire <1,5cm uni focal et
intra lobaire, et dans les micro-carcinomes). [Bouklikha C. et Sefiane D. 2014]

Dans le CPT, la thyroidectomie est complétée d’'un curage ganglionnaire
cervical latéral en cas de métastases des ganglions lymphatiques et constitue la
premiére étape et la plus importante des étapes du traitement initial du CPT.
[Roger S. et al, 2014]

La taille tumorale est trés variable : taille microscopique < 1cm et taille

macroscopique > 1cm.

D’aprés Roger S. et al, 2014, plus la tumeur est volumineuse lors du
diagnostic initial, plus le pronostic est défavorable. En cas de CPT de diamétre

inférieur a 1,5 cm, la mortalité est extrémement faible.
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De nombreux facteurs pronostiques ont été proposés par Ito et al.,2007;
Dobert et al.,2004 afin d’identifier précocement cette population a risque et limiter
ainsi la morbidité et la mortalité liées au CPT. L’age avancé, le sexe, la taille
importante de la tumeur, son extension extra-thyroidienne, son caractére
multifocal, la présence de métastase ganglionnaire et/ou a distance sont des

facteurs de risque d’évolution péjorative et de récidive.

Par ailleurs, l'analyse histopathologique révéle chez nos malades la
présence de 5 variantes histologiques différentes du CPT, la variante vésiculaire
est la plus fréquente (35%), suivi du CPT classique (32,5%) et puis le micro
CPT(22,5%) alors que les formes solide et mixte ne représentent que (7,5%) et
(2,5%), ces résultats corroborent ceux de Baloch et al., 2002 ; Chan, 2002 ;
Schlumberger et al., 2003 ; Harach et al., 1985 ; Tourniaire et al., 1998 ;
Nikiforov et al., 2001 .

Plusieurs auteurs Watanabe et al., 2009 ; Espandiha et al., 2009 ; Nucera
et al., 2010 suggérent que la présence des 5 variantes histologique serait due au
géne B-RAF qui régule I'expression de plusieurs génes susceptibles de modifier
les caractéristiques du CPT tels que : la fibronectine, la vimentine, l'iodure de
sodium et la thyroperoxydase.

L'utilisation d’anticorps anti-B-Raf'*®* en immuno-histochimie a montré une
expression cytoplasmique de la protéine B-Raf mutée, dont I'expression est
positive dans les deux variantes : le CPT classique avec un score de 3+ et le
micro-CPT avec un score de 2+ et négative dans la variante vésiculaire du CPT.

Nos résultats confirment ceux de séries plus importantes :

Xiaoli Z. et al 2016 ; on observe une coloration cytoplasmique tout au
long de la tumeur qui a été observée dans les cas IHC-positifs B-Raf V¢°F,

Ronald A et al. 2013, ont trouvé que toutes les variantes folliculaires du
CPT étaient B-Raf'*t négatives.

Et ils ont montré une forte coloration (3+) pour la protéine mutée B-Raf au
niveau du CPT classique.

D'aprés Tang et Lee, 2010 ; La mutation B-Raf'*™® est présente dans
environ 50% des cas de CPT. Il a été trouvé dans les variantes histologiques
agressives et dans le cancer anaplasique de la thyroide dérivé du CPT, mais elle

est rare dans les variantes folliculaires.
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Chapitre Il : Résultats et discussion

Girelli et al. 1999 et Sedliarou et al. 2004 indiquent que La mutation B-Raf

est fréequemment détectée dans les micro-carcinomes papillaires.

La technique d'IHC est largement utilisée dans les laboratoires de
diagnostic de pathologie, car elle a les avantages d’étre rapide, simple et peu
onéreuse en comparaison avec les techniques de biologie moléculaire. Ces
derniéres années, I'HC a été utilisée de plus en plus pour détecter les protéines
mutantes en raison de ces avantages. [Xiaoli et al., 2016]

Elle permet de détecter la protéine mutante B-Raf'®™® en utilisant un AC
spécifique (VE1) de la mutation, ayant été montré pour avoir une haute sensibilité
et spécificité [Zagzag et al.,2013; Wobker et al., 2015].Bien que I'lHC soit un outil
de diagnostic clinique utile et mis en place, cette technique avec le B-Raf'***F n’est
pas encore bien élucidée selon Zagzag et al., 2013.

La mutation B-Raf'*®* est un marqueur de diagnosticle plus efficace et
spécifique du CPT. En outre, cette mutation est associée a un plus mauvais
pronostic et a un comportement clinique plus agressif dans le CPT. [Mekelet al.
2010; Xing, 2013 ; ZAGZAG et al, 2013; Boursault et al, 2013]

Xing et al, 2005, parmi les événements oncogénétiques identifiés dans le
CPT, ont noté une prévalence élevée de la mutation activatrice du géne codant la
protéine kinase B-Raf, montré qu’elle est une puissante activatrice dans la voie de
signalisation des MAP kinase et joue un rdle important dans la régulation de la
croissance, la division et la prolifération cellulaires. Cette mutation survient dans
29 a 83 % dans le CPT. Elle est spécifique du CPT.

D’aprés Zoghlami et al., 2014 ; La mutation B-Raf survient précocement
dans la tumorogenése du CPT mais semble insuffisante pour lui conférer un
phénotype agressif. On pourrait penser que la mutation B-Raf prédispose les
cellules tumorales a la survenue d’autres évenements oncogénétiques conduisant
a un certain degré de dédifférenciation cellulaire et une évolution péjorative.

Certaines équipes Trovisco et al., 2005 ; Nikiforova et al.,2003 ont
montré que la mutation B-Raf est associée a I'age avancé du patient et a
I'extension extra-capsulaire de la tumeur.

Pour Lupi et al., 2007 la mutation B-Raf est corrélée a I'extension extra-
capsulaire de la tumeur, la présence de métastases ganglionnaires et le stade T

avance.
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Chapitre Il : Résultats et discussion

Xing et al., 2005 ; sur une série rétrospective de 219 patients, rapportent
une corrélation significative avec I'extension tumorale extra-capsulaire, I'extension
ganglionnaire et le stade tumoral avance.

La revue de la littérature proposée par Lee et al., 2007 évaluant 12 études
incluant un total de 1168 patients trouve une corrélation significative entre la
mutation B-Raf et le sous-type histologique du CPT, I'extension extra-thyroidienne
et le stade tumoral avancé. En revanche, il n’existe pas de corrélation significative
avec I'age, le genre, la taille de la tumeur.

Girelli et al., 1999 ; Sedliarou et al.,2004 ; trouvent que ces discordances
dans le réle pronostique de la mutation B-Raf pourraient étre dues a l'inclusion de
différents sous-types histologiques de CPT, a des facteurs épidémiologiques, a
des durées de suivi insuffisantes, a des séries trop petites ou a l'utilisation de
méthodes de recherche de la mutation B-Raf différentes. Par ailleurs, ces résultats
contradictoires peuvent étre expliqués par la durée d’évolution naturelle de la
maladie avant la prise en charge thérapeutique qui est différente pour chacun des
patients inclus dans une étude.

Selon Zagzag et al. 2013;Boursault et al., 2013 ;La mutation B-Raf®"F
est spécifique pour le CPT dans les tumeurs de la thyroide et est un marqueur de
diagnostic efficace. En outre, la mutation B-Raf"®"® est associée a un pronostic
défavorable dans ce CPT.

Schulten et al. 2015; Czarniecka et al. 2015; Xing et al. 2014 ; informent
dans leurs résultats que la détection B-Raf'* par I'lHC était spécifique pour le
diagnostic de CPT.

lhle et al., 2014 ; des études limitées ont signalé qu'il n'y avait pas tout a

fait une spécificité pour la mutation B-Raf"¢¢

:cas rapporté du mélanome qui a
montré une intensité modérée par I'lHC et une réactivité croisée avec la mutation

B-Raf'*,

La limite de notre étude se trouve dans le faible nombre de patients inclus

ce qui peut réduire la puissance de notre étude.
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Conclusion

L’étude s’est déroulée au Service d’anatomie pathologique du CHU
MUSTAPHA PACHA ALGER sur 40 patients présentant un carcinome papillaire
thyroidien. Elle a pour objectif la mise en évidence du géne B-Raf'*®F dans le

typage des variantes du CPT par technique d’immuno- histochimie.

Le carcinome papillaire thyroidien est la tumeur maligne la plus fréquente
parmi les carcinomes thyroidiens, survient a tout 4ge avec une prédominance
féminine, son incidence croissante est observée avec le temps. Il a un excellent

pronostic si sa découverte est précoce.

Histologiquement, il est caractérisé par une architecture papillaire, il se
trouve sous plusieurs variantes, chacune d’elles a une architecture tumorale
caractéristique, les noyaux sont caractéristiques quelle que soit I'architecture de la

tumeur.

La mutation B-Raf'*°F joue un role important dans le développement et la
progression du carcinome papillaire de la thyroide, il est considéré comme un
marqueur de diagnostic [détection par IHC] plus efficace pour le CPT et il est

généralement associé a un comportement clinique plus agressif.

De nombreuses altérations génétiques ont été décrites au cours de
l'apparition et de la progression du CPT ; donc on ne peut pas prédire que la

mutation du B-Raf est un marqueur pur au diagnostic du CPT.

Lors d'un traitement par l'inhibiteur de B-Raf mutée se pose le probleme
d’'une adaptation des cellules tumorales a l'inhibiteur, dont l'intervention d’autres
altérations génétiques telles que la mutation de Ras et mutation de MEK...etc.

Pour cela, l'inhibition de B-Raf mutée n’est pas la seule voie de traitement du CPT.

Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettra d’élargir le

développement des thérapies ciblées.
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Annexe A

Tableau 01: Classification histologique de 'OMS 2004.[Delellis RA. et al,2004]

Tumeurs épithéliales primitives

Tumeurs bénignes

Tumeurs malignes

Adenomes thyroidiens
Formes habituelles

Autres variétés

a-A différenciation thyréocytaire
carcinomes vésiculaires

carcinomes papillaires

carcinomes oncocytaires
carcinome insulaires
b-A cellules C
carcinomes médullaires
c-A calcitonine et thyroglobuline
carcinome mixtes
d-indifférenciées

carcinome indifférenciées.

Tableau 02: les principales altérations génétiques.[Guidoum M. 2015]

Gene Type d’anomalie Fréguence
RET/PTC réarrangement Adulte 20-30%
Enfant 50-60%
TRK réarrangement 10%(TRH, TGF)
Ras Mutation ponctuelle 10-20% le plus
souvent n-ras
codon61
B-RAF Mutation ponctuelle 29-69% 1*°!




Tableau 03: Groupement par stades.[Sobin L. et al,2009]

<45ans 245ans
Stade | Tout T, tout N, MO T1,NO,MO
Stade Il Tout T, tout N, M1 T2,NO,MO
Stade Il NA T3,NO,MO
T1-3,N1a,M0
Stade IV NA T1-3,N1b,M0-1
T4,NO-1, MO-1

Tableau 04: Classification pTNM actualisée en 2010.[Sobin L. et al,2009]

Tumeur primitive T

Tx | Non évalué.

T1 | Tumeur de diamétre <2cm ne dépassant pas la capsule thyroidienne.

T2 | Tumeur de diamétre de 2 & 4 cm ne dépassant pas la capsule thyroidienne.

T3 | Tumeur de diamétre >4cm ou avec extension extra-thyroidienne minimale.

T4 | Tumeur dépassant largement la capsule thyroidienne :
T4a : vers tissu sous-cutané, larynx, trachée, cesophage, récurrent.
T4b : vers aponévrose pré-vertébrale ou des vaisseaux médiastinaux ou englobant I'artére
carotide.

Adénopathies régionales N

Nx | Non évalué.

NO | Absence da métastase ganglionnaire.

Nla | Adénopathies métastasiques régionales dans le compartiment central du cou.

N1b | Adénopathies métastasiques régionales, cervicales uni, bi/controlatérales ou médiastinales

supérieures.

Métastases M

MO

Absence de métastase.

M1

Présence de métastase(s).
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Figure 20: Histologie : d'aspects microscopique des principales variantes du CPT classique.

A- CPT a variante vésiculaire (HEx250). B- CPT a cellules oncocytaires (HEx400).

[Moussaoui K., 2009] [Asa S. 2004]

C-CPT a cellules hautes (HEx400). D-CPT a cellules cylindriques (HEx400).

[Gia-Khanh N. et al,2005] [Moussaoui K., 2009]
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Annexe B

Tableau 05 : caractéristiques des patients de la série.

Numéro |[Age |[Sexe |Prélévements
1 |672/16 23 F Tyroidectomie totale
2 |16739/15 |43 F Thyroidectomie totale
3 [12761/15 |78 F Thyroidectomie totale
4 |11710/15 |48 F Thyroidectomie totale
5 [11470/15 |43 F Thyroidectomie totale
6 |11541/15 |30 F Thyroidectomie totale
7 |11513/15 |75 F Thyroidectomie totale
8 [8415/15 |75 F Thyroidectomie totale
9 |7197/15 |29 F Thyroidectomie totale
10 |7202/15 |31 F Thyroidectomie totale
11 |4876/15 |48 F Thyroidectomie totale
12 |2317/15 |26 F Lobo isthmectomie
13 | 252/15 56 F Thyroidectomie totale
14 118397/14 |35 F Thyroidectomie totale
15 |494/14 68 F Lobo isthmectomie
16 |17863/14 |32 F Thyroidectomie totale
17 |17862/14 |50 F Thyroidectomie totale
18 | 16507/14 | 36 F Thyroidectomie totale
19 |15715/14 |41 F Lobo isthmectomie
20 |13137/14 |25 F Thyroidectomie totale
21 [12466/14 |22 F Lobo isthmectomie
22 111079/14 |31 F Thyroidectomie totale
23|8087/14 |44 F Lobe thyroidien gauche
24 |12733/14 |56 F Thyroidectomie totale
25 [15157/13 |54 F Nodule thyroidien
26 [1766/13 |49 F Thyroidectomie totale
27 |15119/12 |6 F Nodule thyroidien
28 |14403/12 |60 F Thyroidectomie totale
29 |15169/12 |60 F Thyroidectomie totale- curage gg
30 | 15695/12 |30 F Lobo isthmectomie gauche
31 [11251/12 |57 F Thyroidectomie totale
32 |4652/12 |27 H Lobo istemictomie gauche
33 19725/12 |42 F Thyroidectomie totale
34 18829/12 |44 F Thyroidectomie totale
35 |7650/12 |48 F Thyroidectomie totale
36 |10012/12 |26 F Lobo isthemectomie
37 [15311/12 |64 F Thyroidectomie totale
38 [15888/12 |34 F Lobo isthmectomie gauche
39 [1370/12 |56 F Nodule thyroidien
40 111609/11 |43 F Thyroidectomie totale
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Figure 21 : aspect macroscopique d’un nodule thyroidien d’'un patient atteint d’un
CPT.

Figure 22: appareillages pour réaliser : a- la déshydratation et b- l'inclusion en
paraffine.
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Figure 23 : 'emplacement du tissu  Figure 24 : découpé le bloc par un microtome.

dans le moule de paraffine.

Figure 25: coloration a I'HE. Figure 26: montage a I'Eukitt.
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Figure 28:

Figure 27: étude microscopique.

le systéeme médical VENTANA.

L vamrAN,
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Figure 29: les principales réactives utilisées dans le systeme médical VENTANA
pour la détection de B-RAFY®%°F,
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Annexe C

Tableau 06: Répartition des patients selon le sexe.

Sexe Nombre Pourcentage %
Femme 39 97,5
Homme 1 2,5

total 40 100

Tableau 07: Répartition des patients selon I'age.

Age (ans) |[nombre des patients | Pourcentage (%)
[6-22] 1 2,5
[22-38] 15 37,5
[38-54] 12 30
[54-70] 9 22,5
>70 3 7,5
total 40 100
Moyenne
d’age 43,63 ans
ET +13.05

Tableau 08: Répartition des cas selon le type du prélevement.

Type du prélevement Pourcentage % Nombre des cas
thyroidectomie totale 77,5 31
thyroidectomie +
curage 2,5 1
Lobo-isthmectomie 20 8
total 100 40

Tableau 09 : Répartition des cas selon les types histologiques.

Variantes Nombre | Pourcentage (%)
CPT classique 13 32,5
vésiculaire 14 35
Micro-CPT 9 22,5
trabéculaire/solide 3 7,5
mixte 1 2,5
Total 40 100
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