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Glossaire

Adénocarcinome : Cancer développé a partir de la muqueuse glandulaire
endocervicale.

Anatomo-pathologie : Etude des modifications de structure des organes, des tissus ou
des cellules, avec différents appareils optiques.

Anisocaryose : Inégalité de taille des noyaux des cellules, les uns par rapport aux
autres. S’observe dans les dysplasies.

Atrophie : Amincissement ou diminution du volume d’une cellule, d’un tissu ou
d’une partie du corps.

Basaloide : Des cellules de petite taille, réguliéeres au noyau ovalaire. Elles sont
disposées en lobules bordées par des cellules s'organisant en palissade au pourtour des
massifs tumoraux.

Carcinome in situ : cancer au tout début. Il n’a pas encore envahi les tissus voisins et
n’a aucun risque de métastase. Son ablation entraine la guérison compléte. Au sens
strict, un carcinome in situ n’est pas encore un cancer, mais plutdt une dysplasie.
Cependant, un carcinome in situ a un risque élevé de devenir un authentique cancer.
Condylome : tumeur bénigne de la peau ou muqueuse au niveau des organes
génitaux, provoqué par le HPV, sexuellement transmissible.

Cytologie : Etude avec un microscope de 1’aspect de cellules isolées.

Dyscaryose : Anomalie nucléaire observée dans les dysplasies, caractérisée
essentiellement par une irrégularité de la forme du noyau qui n'est plus rond comme
normalement. 11 est de plus, augmenté de volume et présente des anomalies de sa
chromatine qui devient densifiée, c'est I'hyperchromatisme.

Dyskératose : Trouble de maturation a 1’échelon cellulaire, en réalité variété de mort
cellulaire. Les cellules sont de petite taille, & cytoplasme éosinophile.

Histologie : Examen anatomopathologique des prélévements de tissus (biopsies,
conisation, hystérectomie) qui permettent de déterminer [’envahissement en
profondeur de la propagation aux vaisseaux.

Hyperplasie : Augmentation anormale du nombre de cellules d’un tissu ou d’un
organe. L hyperplasie peut causer le grossissement d’un tissu ou d’un organe. Cet état
n’est pas cancéreux, mais il peut le devenir dans certains cas.

Kératohyaline : Substance graisseuse qui impregne et assouplit la kératine de la peau.



Koilocyte : Cellule pathognomonique de I’infection a HPV et de la Iésion
condylomateuse. C’est une cellule de type intermédiaire ou superficiel dont le
cytoplasme présente une large clarification et dont le noyau (siége des virons) est
irregulier.

Leucorrhée : Est un écoulement non sanglant provenant de 1’appareil génital féminin.
Métaplasie : Transformation d’un tissu ayant une structure histologique donnée en un
autre tissu. Au niveau du col la métaplasie est physiologique : en permanence la
muqueuse endocervicale éversée se transforme en une muqueuse malpighienne,
définissant la zone de transformation.

Métrorragie : Ecoulement de sang (hémorragie) hors de 1’utérus, en dehors de la
période des régles (menstruation).

Para kératose : Trouble de maturation du revétement malpighien se traduisant par la
conservation anormale du noyau des cellules superficielles appelées a desquamer. Cet
aspect se rencontre en particulier dans des lésions virales a HPV mais aussi dans des
conditions irritatives, telles que mycoses, prolapsus etc

Pycnose : Altération du noyau de la cellule qui se présente sous la forme d'une masse
condensée.

Syncytial : Relatif au syncytium (masse de cytoplasme qui renferme plusieurs
noyaux)

Test Pap : Aussi appelé frottis utérin, est un test qui fait partie de 1’examen
gynécologique et qui permet de déceler la présence de cellules anormales dans la
mugqueuse du col de l'utérus avant qu'elles se transforment en lésions précancéreuses
ou en cancer du col de l'utérus.

Zone de jonction : C’est la jonction entre 1’épithélium cylindrique endocervical et la

limite supérieure de la zone de transformation de 1’exocol.



RESUME

Le cancer du col de I’utérus est un véritable probléme de santé publique dans le monde selon
OMS, 2007. Ce cancer est causé principalement par une infection sexuellement transmissible
dont I’origine est le papillomavirus humain (HPV), mais d'autres facteurs sont nécessaires a
I'apparition de ce type de cancer. La stratégie de dépistage des Iésions précancéreuses est
basée sur un test cytologique (FCU), mais la cytologie présente une faible sensibilité pour
détecter les lésions de haut grade. Pour cela de nombreux experts proposent d’accompagner
ce test avec des tests d’immunohistochimie dans le but d’améliorer le diagnostic du cancer du
col de I'utérus. Dans notre travail, un nombre de 20 FCU et 10 biopsies ont été prélevés au
CHU de BEN BOUALI BLIDA et étudiés au laboratoire d’anatomopathologie du CHU de
DOUERA dans I’objectif d’effectuer une étude cytologique, histologique puis marquer ces
prélevements avec deux protéines la P16 et le KI67 afin de voir s’il existe une corrélation
entre I’expression de ces protéines et le degré de la dysplasie. Mais vu les circonstances de la
pandémie mondial du covid19 et le confinement imposé par le pouvoir public ont a pas pu
avancer dans notre travail expérimental et aller jusqu’aux résultats finaux. Par rapport a ces
conditions nous avons travaillé sur un ensemble d’articles scientifiques. D’aprés les résultats
de ces derniers des chercheurs ont mentionné le taux d’expression de duel P16/Ki67 dans le
CIN1 qui était a 37%, dans le CIN2 il était a 96,6% et dans les CIN3 il était a 100%. Les
résultats démontrent que ce double marquage aurait une trés forte expression détectée dans les
différents stades de la dysplasie utérine, ce qui indique une corrélation positive entre ces
biomarqueurs et I’infection par des HPV-HR et le degré de dysplasie. En conclusion, Les
résultats obtenus dans les travaux des scientifiques montrent que ces deux protéines P16 et
Ki67 pourraient étre considérees comme des biomarqueurs de différenciation entre les stades
des lésions intraépithéliales dans le cancer du col de 1’utérus.

Mots clés : Cancer du col de 1'utérus, Papillomavirus humain (HPV), Immunohistochimie,
P16/Ki67, Dysplasie.



ABSTRACT

Cervical cancer is a real public health problem in the world according to WHO , 2007. This
cancer is mainly caused by a sexually transmitted infection whose origin is the human
papillomavirus (HPV), but other factors are necessary for the development of this type of
cancer. The screening strategy for precancerous lesions is based on a cytology test (FCU), but
cytology has a low sensitivity to detect high-grade lesions. For this reason, many experts
propose to accompany this test with immunohistochemistry tests in order to improve the
diagnosis of cervical cancer. In our work, a number of 20 FCU and 10 biopsies were taken at
the CHU of BEN BOUALI BLIDA and studied at the anatomopathology laboratory of the
CHU of DOUERA with the objective of carrying out a cytological and histological study and
then marking these samples with two proteins P16 and KI67 in order to see if there is a
correlation between the expression of these proteins and the degree of dysplasia. However,
given the circumstances of the global covid pandemicl19 and the containment imposed by the
public authorities, we were unable to progress in our experimental work and reach the final
results. In relation to these conditions we have worked on a set of scientific papers. According
to the results of the latter, researchers have mentioned the expression rate of P16/Ki67 duel in
CIN1 which was 37%, in CIN2 it was 96.6% and in CIN3 it was 100%. The results show that
this dual labeling would have a very high expression detected in the different stages of uterine
dysplasia, indicating a positive correlation between these biomarkers and HPV-HR infection
and the degree of dysplasia. In conclusion, the results obtained in the scientists’ work show
that these two proteins P16 and Ki67 could be considered as biomarkers of differentiation
between the stages of intraepithelial lesions in cervical cancer.

Keywords : Cervical cancer, Human papillomavirus (HPV), Immunohistochemistry,
P16/Ki67, Dysplasia.
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INTRODUCTION

Le cancer du col de I’utérus est un lourd fardeau socio sanitaire dans le monde. Il entraine
une morbidité et une mortalité importantes, avec plus de 500 000 nouveaux cas et plus de 300
000 déces par an dans le monde (Bosch et al., 2013). En Algérie, cette maladie occupe la 2°™m

place des cancers qui touchent les femmes, apres le cancer du sein (Fritih et al., 2010).

Ce cancer est, dans la majorité des cas, une pathologie d’origine infectieuse a évolution
lente. Il met en moyenne entre 10 et 15 ans a se développer aprés une infection génitale
persistante par certains papillomavirus humains oncogeénes. Cette infection, sexuellement
transmissible est favorisée par la précocité des rapports sexuels et la multiplicité des
partenaires, constitue le facteur de risque majeur de ce cancer. L’infection persistante se
traduit ensuite par des néoplasies cervicales intra-épithéliales (ou CIN) de différents grades.
Ces lésions peuvent régresser spontanément, persister ou évoluer vers un cancer du col utérin

(Centre Obstétrique et chirurgie gynécologique ,2010).

Du fait de son évolution lente et de 1’existence de nombreuses 1ésions précancéreuses
curables, le cancer du col peut étre dépisté a un stade précoce et méme étre prévenu dans la
quasi-totalité des cas s’il est dépisté aux premiers stades asymptomatiques. Le dépistage
repose sur un test cytologique : le frottis cervico-utérin (FCU), lorsqu’il est anormal ce
dernier doit étre suivi d’investigations diagnostiques complémentaires (FCU de contrdle, test
Human papillomavirus (HPV), colposcopie-biopsie, curetage de 1’endocol, conisation, etc.)

(Centre Obsteétrique et chirurgie gynécologique ,2010).

Cependant, le test de Papanicolaou a une faible sensibilité pour la détection des maladies
cervicales de haut grade et nécessite une formation et une expérience approfondie, ce qui peut
générer de nombreux résultats équivoques, des cellules malpighiennes atypiques de
signification indéterminées (ASCUS), qui nécessitent des tests répétés et un travail
supplémentaire (Mayrand MH et al .,2007 ). Ce qui a conduit au developpement du test ADN-
VPH pour améliorer les stratégies de dépistage du cancer du col de l'utérus. Il est utilisé
comme test complémentaire pour tous les échantillons de cytologie cervicale. Mais des
recherches plus approfondies ont montré que le triage des ASCUS a l'aide du test ADN-VPH
n'était généralement pas considéré comme efficace en raison du manque de spécificité pour
les lésions intraépithéliales cervicales de haut grade (Schiffman M et al ; 2010). Justifiant
ainsi la nécessité de lier les marqueurs immunohistochimiques pour I'optimisation du
diagnostic (Rokita et al.,2012).

1



INTRODUCTION

La pl6 (pl6INK4a) est une protéine suppresseur de tumeur qui inhibe les kinases
dépendantes de la cycline qui régulent la progression dans le cycle cellulaire par
phosphorylation de la protéine du rétinoblastome. L'expression immunohistochimique de
pl6INK4a peut étre impliquée dans une boucle de rétroaction négative avec la protéine du
rétinoblastome dans laquelle la fonction du rétinoblastome est réduite (inactivation par le
HPV E7), ce qui entraine une immunoexpression accrue de pl6INK4a (Quint KD et al.,
2013 ; Liao GD et al .,2014).

Le Ki67 est un marqueur de prolifération cellulaire, présent pendant toutes les phases
actives du cycle cellulaire (G1, synthése, G2 et mitose) mais absent dans la phase (G0). Des
études ont décrit I'expression de Ki-67 dans le col normal, métaplasique et anormal, telle que
détectée par immunohistochimie, Il est utile pour confirmer le diagnostic dans les cas ambigus
(Yuanhang Zhu et al.,2019).

Sur ce nous avons posé la problématique suivante : existe il une corrélation entre
I’expression de ces bio marqueurs et le degré des dysplasies utérines et comment ces

protéines peuvent elles intervenir dans le diagnostic ?

Pour répondre a cette question nous avons initialement collecté des prélévements du col
utérin.Ensuite nous avons réalisé une étude cytologique, histologique sur ces prélévements.
Puis nous voulions marquer ces échantillons par les proteines P16 et Ki67 en utilisant la
technique d’immunohistochimie pour observer 1’expression de ces proteines dans la dyplasie.
Mais vu les circonstances de la pandémie mondial du covid19 nous n’avons pas pu avancer
dans notre travail expérimental et aller jusqu’aux résultats finaux. Par rapport a ces conditions
nous avons travaillé sur un ensemble d’articles scientifiques qui montraient I’implication des

proteines P16 et Ki67 dans les dysplasies cervico-utérines.
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|.1. Anatomopathologie du col de ’utérus

I.1.1. Rappel Anatomophysiologique du col de I’utérus

Le col utérin est la portion fibromusculaire basse de I'utérus. 1l est de forme cylindrique ou
conique, et mesure de 3 & 4 cm de long pour 2.5 cm de diamétre (Figure 1) (Sellors et al.,
2004). Aprés un accouchement, il prend une forme en tonneau. L’accouchement dechire
transversalement 1’orifice externe du col qui perd son aspect circulaire caractéristique de la

nullipare (Stevens et Lowe., 2002).

La portion du col s'étendant a I'extérieur de l'orifice externe est appelé "exocol". C'est la
partie aisément visible du col lors d'un examen visuel avec le spéculum. La portion du col

située a l'intérieur de l'orifice externe est appelée "endocol™ (Sellors et al., 2004).

Le col donne insertion au vagin qui le divise en trois parties : sus vaginale, vaginale et intra
vaginale ou cette derniere est accessible au toucher vaginale et au speculum. (Stevens et
Lowe, 2002).

La physiologie du col de I'utérus concerne plusieurs fonctions principales, comme la
sécrétion du mucus endocervical (Glaire cervicale) qui agit comme une barriére de protection
prévenant contre les infections. Dans la cavité endométriale, il contribue a la lubrification
vaginale pendant 1’acte sexuel. Par ailleurs, au cours du cycle menstruel, pendant la phase de
I’ovulation, le mucus devient tres fluide avec un PH alcalin pour faciliter le déplacement des

spermatozoides du vagin vers 1’utérus (Stevens et Lowe, 2002).

Ainsi, le col de ’utérus joue un role important lors dela grossesse et de 1’accouchement, il

s’ouvre pour faciliter le passage du bébé (Institut National du Cancer ,2011).
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Cavité uténne
Muqueuse utérine = endometre
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Cul de sac vaginal Cavité vaginale

Epithélium de I'endocol | Paroi vaginale
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Epithélium vaginal |

Muqueuse de I'endocol

Muqueuse de |I'exocol

Figure 1 : Anatomie du col de I’utérus (Beaudin., 2015).

1.1.2. Histologie du col de ’utérus

Sur le plan histologique la paroi du col de I’utérus constituée de : ’exocol et I’endocol sont
deux parties caractérisées par des structures cellulaires différentes. Le contact entre ces deux
dernieres est appelé la jonction squamocylindrique ou pavimento-cylindrique (Figure 2)
(Lansac et al., 2002).

1.1.2.1. Mugeuse exocervicale

C’est la portion la plus facilement visible, il est recouvert par un épithélium en continuité de
celui du vagin. Comme I’épithélium pavimenteux du vagin, 1’épithélium de I’exocol est
pavimenteux stratifié appelé épithélium malpighien non kératinisant de couleur rose constitué
de plusieurs couches de cellules, riche en glycogene durant la période de maturité sexuelle
(Stevens et Lowe, 2002).
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1.1.2.2. Mugeuse endocervicale

C’est la portion la moins visible, il est revetu par un épithélium simple , cylindrique haut ,
muco-sécretant (Stevens et Lowe,2002). L’épithélium de I’endocol est plissé en cryptes
ressemblant faussement a des glandes. Son renouvellement s’effectue a partir de cellules de
réserve encore indifférenciées, disposées en couche discontinue. Dans certaines conditions
pathologiques, ces éléments se multiplient et présentent une différenciation malpighienne a

’origine des épithéliums métaplasiques (Lansac et al., 2002).

1.1.2.3. Zone de jonction

La jonction pavimento-cylindrique (JPC) est la zone de rencontre de deux types
d’épithélium pavimenteux et cylindrique. La différence d’épaisseur entre ces deux
épithéliums est marquée par une denivellation. La localisation de la JPC originelle varie avec
I’age de la femme, son statut hormonal, 1’utilisation ou non d’une contraception orale (OMS,
2007). Ainsi, cette zone est considérée comme la cible des HPV et le lieu de naissance de la
majorité des lésions cervicales (Burghardt et Ostor,1983). Elle est composée de celulles

malpighiennes métaplasiques dérivées des celulles souches de 1’endocol (Deng et al.,2019).

Epithélium pavimenteux

= Exocol - -
- — -- -
] .-
Jonction (JPC) s =
«
2SI . -
Epithélium cylindrique
= Endocol Sisis e
Lame basale

Figure 2 : Jonction pavimento-cylindrique (Beaudin,2015).
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1.2. Histoire naturelle du cancer du col d’utérus

Le cancer du col de l'utérus représente 1’une des causes qui provoquent le décés chez les
femmes dans le monde (Parkin, 2006). Il résulte de la prolifération anormale des cellules du
col. Ainsi, il se développe de maniére lente >> 15 a 20 ans. La plupart des anomalies
cervicales sont induitent aprés une persistance de I’infection papillomavirus a haut risques
oncogene qui induit une transformation néoplasique du revétement qui peuvent évolue vers un

cancer du col (Sellors et al.,2004).

Quatre-vingt-dix pour cent (90%) sont des carcinomes cellulaires épidermoides qui débutent
au niveau de la zone de remaniement de 1’exocol ; les 10 % restants sont des adénocarcinomes

qui se développent dans la couche cylindrique glandulaire de 1’endocol (OMS 2007).

(N ll t15-20 ans
Exposition a
p. on au Infection passagére _ . . o .
papillomavirus (quérison spontande) Infection chronique (persistance de l'infection sans guérison)
hurmiain & haut risque
| | ] ] e
—p . — ) , —) Lésion cancéreuse
Col normal ‘ ¢ ! Col infecté ¢ Lésion précancéreuse du col de I'utérus ¢ du col de I'utérus

‘ CIN1 4__._ CINZ 4__;‘ CIN3 ‘: Cancerinvasif‘

Figure 3 :Histoire naturelle du cancer du col de I’utérus et de I’infection par le

papillomavirus humain (Haute Autorité de Santé, 2013).

1.2.1. Infection par des HPV haut risque

Les infections par certains papillomavirus dites a haut risque sont la cause principale de la
plupart des cancers du col de 1'utérus et des lésions précancéreuses.ll peuvent pénétrer dans
les cellules basales de la zone de transformation et donner naissance & une lésions
condylomateuse, pures , associees a une transformation néoplasique du revetement
(Tranbaloc, 2008). Les types 16 et 18 sont les plus fréquements persistants dans le cancer
invasif , ainsi ya d’autres type de HPV a haut risque (Type 31,33,45 et 58) qui sont moins
fréquents et non associés a la survenue d’un cancer du col de I'utérus (OMS, 2007).
Contrairement, les deux types de HPV a faible risque (6 et 11) sont résponsable de la majorité

des verrues genitales appelées condylomes (OMS, 2007).
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Ces virus sont classés selon deux critéres : en fonction de leurs tropisme cutané et tropisme
mugqueux et aussi en fonction de leur potentiel oncogéne (Tableau I), cette classification étant

basée sur le risque de cancer du col de ’utérus associé a HPV (Segondy,2013).

Tableau. | : Classification des HPV selon leur potentiel oncogéne .

Classification Types

Haut risque 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Haut risque probable 26, 53, 66, 68, 73, 82

Bas risque 6,11,13,40,42, 43,44, 54,61,70,72, 81, 89

(Segondy, 2008).

1.2.1.1. Structure des HPV :

Les HPVsont des virus non enveloppés,de petite taille,trés résistants. Leur génome est une
molécule d’ADN circulaire, constituée d’environ 8 000 paires de nucléotides (Schiffman et
al., 2005). lls possédent une capside a symétrie cubique en structure icosaédrique, de 55 nm et
ils se répliquent dans le noyau cellulaire (Figure 4). Virus nus, ils sont particuliérement
résistants dans le milieu extérieur (froid, solvants organiques, détergents) (Bernard et al.,
2010). Plus de 200 génotypes de PVH ont été identifiés et la séquence nucléotidique compléte
du génome de 96 d’entre eux (PVH1 a PVH96) a été établie (Schiffman et al 2005).

Capsomére

Figure 4 : Représentation d’une particule virale de HPV : modele atomique de la capside et

modele schématique (Bousarghin, 2009).
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Les séquences codant les protéines virales sont regroupées sur un seul brin d’ADN en
phaseouverte de lecture (Open Reading Frame, ORF). Les ORF sont groupées en une région
E(pour Early), codant les protéines non structurales dites « précose », E1, E2, E4, E5, E6 et
E7 et en région L(pour Late), codant les protéines de capside, L1let L2 (tableau II).1l existe
une région non codante appelée LCR(Long Control Region) qui contient principalement des
séquences regulatrices de la réplication et de la transcription (Essaada Belglaiaa, 2015).

Tableau 11 :R6le des protéines de Papillomavirus a haut risque

Protéine Fonction

E1 Réplication de I’ADN viral

E2 Réplication, régulation de la transcription

E3 Pas de fonction connue

E4 Maturation des virions

ES Stimulation de la prolifération cellulaire

E6 Protéine oncogene, favorise la dégradation de la protéine p53

E7 Protéine oncogeéne, favorise la dégradation de la protéine de susceptibilité au

rétinoblastome pl105Rb

Pas de fonction connue

ES8
L1 Protéine majeure de capside
L2 Protéine mineure de capside

(Monsonego,2006).

1.2.1.2. Cycle viral

Le cycle de vie du VPH commence par l'infection des cellules souches dans la couche
basale de I'épithélium. Aprés l'entrée dans les cellules, le virus a besoin de I'expression des
genes E1 et E2 pour maintenir un faible nombre de copies du génome. Ces protéines se lient a
I'origine virale de la réplication et recrutent les ADN-polymérases cellulaires et d'autres
protéines nécessaires a la réplication de I'ADN (Hamid et al., 2009). Dans la couche
suprabasale, I'expression des genes E1, E2, E5, E6 et E7 contribue au maintien du génome
viral et induit une prolifération cellulaire, augmentant le nombre de cellules infectées par le
HPV dans I'épithélium, ce qui se traduit par un nombre plus élevé de cellules qui finiront par
produire des virions infectieux (Figure 5) (Hamid et Gston, 2009 ; Lazarczyk et al., 2009).
Dans les cellules les plus différenciées de cette méme couche de I'épithélium se produit
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I'activation du promoteur dépendant de la différenciation et le maintien de I'expression des
génes E1, E2, E6 et E7. En outre, il y aura une activation de I'expression du géne E4, dont le
produit induira une amplification de la réplication du génome viral, augmentant
considérablement le nombre de copies du virus par cellule, en méme temps que se produit
I'expression des génes L1 et L2 (Nakahara et al., 2005 ; Lazarczyk et al., 2009). Dans la
couche granulaire, les produits des genes tardifs, les protéines majeures et mineures de la
capside virale, respectivement L1 et L2, se rassemblent pour assembler les capsides virales et
les formations de virions, qui atteignent la couche cornée de I'épithélium et sont libérés
(Lazarczyk et al., 2009). Pour une meilleure compréhension, le cycle de vie du HPV a été
divisé en deux parties : une phase de maintien et une phase dépendant de la différenciation
(Bodily et Laimins, 2011).

L o.o ‘00 o oo
[s) °.\° [o };' 00 J Libération des virions
Cellules ® Q) "
différenciées ~ V 2,11 Assemblage des virions
--------- <
= E4, €2, €1, €65

" | ADN viral | Amplification du génome viral
Of olli® =3 @ﬂgﬂ 4} - Prolifération cellulaire
ojo[®o]o]0o[o ﬁ,@@@@@,@ E6, E7

0
(t:g:::::la Or0|0|0|o o 010(0[0|0]|0 RIS jMaintenancedu génome viral

Lame basale

Figure 5 : Déroulement du cycle viral des HPV aprés infection d'un épithélium malpighien.
Schéma modifié d'aprés (Middleton et al, 2003; Moody et Laimins, 2010).

1.2.1.3. Mode de transmission des HPV

*Contacte direct : Tandis que I’infection a HPV est exceptionnelle chez la femme vierge,
dont la prévalence est de 2%, elle est trés fréquente chez les femmes en période d’activité
sexuelle (Gavillon et al., 2010). 70 a 80% des femmes sont exposées au moins une fois a ce
virus au cours de leur vie sexuelle, ce qui montre une importante contagiosité (Monsonego,
2007). Cette transmission se fait directement par contact peau a peau et non par le sperme ou
le sang (Monsonego, 2006).

*Contacte indirecte : Contact avec des objets (vétements, serviettes de toilette, draps...)

et surfaces contaminés (piscines et douches favorisent la propagation des verrues plantaires).



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Ainsi, au moment de 1’accouchement des possibilités de transmission du HPV de la mére au

nouveau-né (Monsonego, 1996).

1.2.1.4. Mécanisme de cancérogenése

Un autre événement important dans la progression des lésions associées a HPV est la
surexpression anormale des oncogénes viraux (Gray et al., 2010). Plusieurs mécanismes
moléculaires ont été décrits pour expliquer la dérégulation de E6 et E7, comme la mutation et
I'intégration du génome viral, la modification des marques épigénétiques contrélant
I'expression du génome viral, mais aussi l'entrée du virus dans un type de cellule non-
permissive a la réplication virale (Steenbergen et al., 2014; Groves et Coleman, 2015;
Schiffman et al.,, 2016). Les oncoprotéines E6 et E7, sont des protéines multifonctionnelles
majeures des HPV a haut risque, elles induisent de nombreux changements au sein de la
cellule hote. Cette derniére possede des protéines suppresseur de la tumeur, la PRb et la P53

avec lesquelles elles vont interagir (Robinson, 2005).

L’oncoprotéine E7 se lie avec une forte affinité aux protéines suppresseurs de tumeur de la
famille pRb qui est une protéine de régulation du cycle. Les formes hypophosphorylées de
pRb agissent comme des inhibiteurs de la prolifération et empéchent I'entrée en phase S des
cellules. Les protéines E7 des HPV a haut risque forment préférentiellement des complexes
avec la forme hypophosphorylée de pRb. Cela conduit a l'inactivation fonctionnelle de pRb,
au passage de G1/S, et a la progression dans la phase S (Aubin et al., 2003).

L’oncoprotéine E6, en coopération avec E7, joue aussi un role important dans
I'immortalisation et la transformation des cellules. E6 a la propriété d'interagir avec la protéine
suppresseur de tumeur p53. Cette protéine fonctionne comme un intégrateur de signaux et
peut percevoir un stress cellulaire tel que des agressions génotoxiques ou cytotoxiques. La
protéine p53 est notamment impliquée dans la réponse aux lésions de I’ADN et retarde la
progression du cycle des cellules lorsque I’ADN est altéré afin de permettre sa réparation. Si
les lésions sont irréversibles, p53 peut initier la voie apoptotique conduisant a la mort
cellulaire. E6 favorise la dégradation de p53, ce qui stimule la progression cellulaire (Figure
6) (Aubin et al., 2003).

10



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

PRB/E2F

Prolifération |

_aberrante

R B ELERIE Y Telomere Erosion

Accrme

P — o>

I Immortalisation ‘

Figure 6 : Modulation des molécules de cycle cellulaire par les oncoprotéines E6 et E7
(Mnger et al., 2004)

1.2.2.Développement des Lésions précancéreuses

Les HPV vont favoriser le développement de Iésions précancéreuses qui débutent le plus

souvent a la zone de jonction et s’étendent plus rarement le long de 1’exocol et du canal

endocervical (Aubin, 2003; Dachez, 2008).

Parmi les Iésions liées a I’infection a HPV productive : les condylomes et les néoplasies

intra-épithéliales

Les condylomes : acuminés correspondent a des verrues bénignes dont 1’aspect le plus
fréquent ressemble a des « crétes de coq ». lls sont tres fréquents mais n’entrainent aucun
risque d’évolution vers une Iésion précancéreuse car elles sont associées a des HPV a bas
risque qu’ont ne détecte presque pas dans les cancers du col (Gompel et Koss 1996).

Les néoplasies intra-épithéliales: Les lésions précancéreuses sont appelées soit
dysplasies (1égeres, moyenne ou séveres) selon L’OMS, soit néoplasies cervicales intra-
épithéliales selon la classification de Ralph Richart (CIN 1, 2 et 3). elles se définissent
par la présence d’anomalies cellulaires et architecturales de 1’épithélium pavimenteux, au
niveau de la zone de jonction du col de 1’utérus suite a la persistance a I’infection HPV a
haut risque ( Mélanie,2009 ).

Diverses classifications ont été proposées pour caractériser les différentes Iésions dont la

classification de Richart 1990 qui est une classification histologique et la classification de

11
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Bethesda 2001 considéré comme étant la plus récente est la plus recommandée pour la
formulation cytologique , qui divise plut6t les lésions pré invasives en deux groupes :

o les lésions de bas-grade ou (L-SIL) : (Low Squamous Intraepithelial Lesion)

Iésions malpighiennes intra epithélial de bas grade correspondant a CIN1

o les lésions de haut-grade (H-SIL) : (High-Squamous Intraepithelial Lesion) lésions
malpighiennes de haut grade regroupant CIN2 et CIN3

Ces classifications sont illustrées dans le tableau Il1 :

Tableau Il : Differentes classifications des lésions épidermoides du col utérin
Condylome

. . . : Lésion épidermoide infra-
Neéoplasie cervicale intra-

épithéliale de erade 1 épithéliale de bas grade

Dysplasie légeére

LSIL
(CIN1) avec Koilocytose ( )
. CIN2 avec ou sans
Dysplasie moyenne . C e
' ) Koilocytose Lésion épidermoide intra-
Dysplasie sévere epitheliale de haut grade
ysp CIN3 avec ou sans P (HSIL)
Carcinome in sifu (CIS) Koilocytose ‘
Carcinome épidermoide Carcinome épidermoide Carcinome ¢pidermoide
invasif invasif invasif

(Walker et al, 2001).

Pour chaque lésion cervicale précancéreuse, il existe une probabilité de régression (de 32 a
57%) en fonction de la gravite de la lésion) vers un épithélium normal accompagnant la
clairance virale (Duport,2008) et 2/3 des CIN 3 évoluent vers un cancer invasif dans un délai

de 3 a 20 ans si elles restent non traitées (Rampale,2000).

1.2.3.Progression des lésions précancéreuses vers le cancer invasif
Le Cancer du col de I'utérus est dans 80 a 90% des cas un carcinome €pidermoide (se

développant a partir de 1’épithélium malpighien de 1’exocol) et dans 10 a 20% des cas un
adénocarcinome (se développant a partir de 1’épithélium cylindrique de 1’endocol) (Duport et

al., 2014).

12
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1- Carcinome épidermoide

Il est développé dans 1’exocol a partir des cellules épidermoides et surtout & partir de la
zone de jonction et dans I’endocol, apres changement de la muqueuse glandulaire en
muqueuse épidermoide (Boubli et al.,2005).

Le carcinome épidermoide peut étre soit : in situ — micro-invasif ou invasif

1-1 Carcinome in situ

Dans le carcinome in situ il y a une prolifération de cellules épithéliales sans masse
tumorale apparente, sans franchissement de la membrane basale.
A I’examen histologique, ce carcinome peut étre détecté par I’existence de signe cytologique
de malignité touchant toutes les couches cellulaires de 1’épithélium et a 1’origine d’une
discontinuité nette entre 1’épithélium tumoral et 1’épithélium normal, il s’agit d’une forte
densité cellulaire, une basophilie cytoplasmique et une augmentation du rapport nucléo-

cytoplasmique (Stevens et al., 2004).

1-2 Carcinome micro-invasif

Dans le carcinome micro-invasif il existe une rupture de la membrane basale et une
invasiondu stroma par les cellules malignes, le potentiel métastasique de la Iésion est encore
limité (Stevens et al., 2004).

1-3 Carcinome invasif

Lorsque les cellules malignes ont perforé la lame basale et envahi le tissu conjonctif sous-

jacent, il s'agit d'un cancer invasif (Baldauf.,2006).

2- Adénocarcinomes
Ils sont développés a partir des cellules épithéliales du canal endocervical et des glandes.

Ces adénocarcinome se développent dans 1’endocol a partir des cellules normalement

présentes dans les revétements épithéliaux et dans les glandes et sont mucosécrétantes.

13
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2-1-Adénocarcinome « in situ »

Il présente le précurseur immédiat de 1’adénocarcinome infiltrant, caractérisé par une
exfoliation de cellules malignes allongées ou cylindriques hyperchromatiques. Ces cellules
pouvant étre ciliées, sont isolées ou regroupées en petits amas empilés de maniére pseudo
stratifiée. Les nucléoles sont proéminent et assez nombreux, alors que le cytoplasme présente
des vacilles ou du mucus (Bouhadef et al.,2005).

2-2 Adénocarcinome invasif

C’est un carcinome développé a partir des glandes endocervicales aprés rupture de la
membrane basale des glandes et les plans musculaires sous-muqueux (Boubli et al.,2005).
Ces adénocarcinomes sont classés selon leurs degrés de différenciation en trois catégories :
a- L'adénocarcinome bien différencié
b- L'adénocarcinome bien différencié a mucus

c- L'adénocarcinome peu différencie

Normal CIN1 CiNZ CIN3 Cancer

Exposition Infection transitoire Infection persistante

Infection Cancer
productive invasif

Clairance Régression

M Lésions de bas grade [l Lésions de haut grade  [J] Cancers du col de I'utérus

Figure 7 : Développement histologique du cancer du col utérin (Crow, 2012)

14
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1.3. Caractéristiques cytologiques et histologiques des lésions intra
épitheliales :

Les dysplasies cervicales sont caractérisées par une prolifération cellulaire anormale, une
maturation épithéliale anormale et une atypie cytologique (Joseph et al., 2006). Seul I’examen
histologique d’une biopsie cervicale ou d’une piéce d’exérése permet d’établir un diagnostic
définitif de CIN (Sellors, et al., 2004). Donc pour diagnostiquer la CIN histologiquement, il
est nécessaire qu’il y ait, sur toute 1’épaisseur de I’épithélium un certain degré d’anomalie
nucléaire. Le degré dépend du large mesure, du niveau de I’épithélium ou commence la
maturation cytoplasmique et du niveau auquel s’étendent les cellules indifférenciées «

basaloides » (Joseph et al., 2006).

1.3.1. Lésions malpighiennes intra-épithéliales de bas grade (CIN 1) :

o Cytologie :

Les modifications cellulaires intéressent les cellules superficielles et intermeédiaires. Pendant
les différentes étapes de la réplication virale, la cellule malpighienne de I’hdte subit plusieurs
types de modifications :

* Modifications nucléaires : présence d’une dyskaryose qui correspond a I’augmentation
du volume nucléaire (jusqu’a trois fois la normale), a la densification de la chromatine et a
I’irrégularité des contours, avec ou sans binucléations ou multi-nucléations (Baldauf et al.,
2013).

* Modifications cytoplasmiques : présence d’un halo clair périnucléaire et d’une
densification cytoplasmique périphérique qui définissent les koilocytes (en grec koilos
signifie vide, terme introduit par Kross et Durfee en 1956) (Annexes 1,figure 26) (Baldauf
etal., 2013).

» Modifications nucléaires et cytoplasmiques caractérisant la parakératose qui associe
pycnose, allongement, hyperchromatisme, irrégularité nucléaire associée a une
densification et éosinophilie du cytoplasme avec augmentation du rapport nucléo-
cytoplasmique. La parakératose atypique n’est pas spécifique d’une Iésion intra-épithéliale
de bas grade, elle peut accompagner une lésion de grade plus élevé ou un carcinome
malpighien invasif kératinisant. Pour le diagnostic d’une 1ésion intra-épithéliale de bas

grade, deux des trois criteres sont nécessaires (Baldauf et al., 2013).
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o Histologie :

La lésion siege sur une muqueuse métaplasique de type malpighien. L’épithélium est
généralement d’épaisseur normal. II existe dans 1’épaisseur du tiers profond du revétement
une hyperplasie cellulaire. Les cellules de la couche basale sont plus nombreuses que
normalement, étagées sur plusieurs assises. Leurs noyaux sont augmentés de taille et
présentent des mitoses en nombre modeéré (Annexes 1, figure 27) (HUGOL, 2002). Dans les
CIN1, les modifications cyto-nucléaires (dyskaryose, koilocytose, parakératose) concernent
les couches superficielles et intermédiaires associées a une légere hyperplasie des cellules

basales et parabasales, sans perte de la maturation (Baldauf et al .,2013).

1.3.2. Lésions malpighiennes intra-épithéliales de haut grade (CIN2 et CIN3) :

o Cytologie :

Les cellules atypiques sont d’aspect immature de type basal ou parabasal, ¢’est-a-dire de

taille plus petite que celles d’une LSIL et révelent un rapport nucléocytoplasmique et une
densité nucléaire augmentés. Les noyaux sont de taille augmentée, hyperchromatiques avec
contours irréguliers de la membrane nucléaire. Le cytoplasme est réduit, pale ou dense,
orangeophile dans les cellules dyskératosiques atypiques provenant de la parakératose
atypique (Baldauf, J et al., 2013).
Les cellules atypiques peuvent étre de taille tres petite. Elles sont souvent isolées ou
regroupés en amas syncytiaux. Leur ressemblance avec des cellules métaplasiques immatures,
glandulaires dystrophiques ou atrophiques est parfois responsable d’un diagnostic faux négatif
ou faux positif (Annexes 1, figure 28) (Baldauf,J et al., 2013).

o Histologie:

La caractéristique principale des HSIL est la perte de maturation du revétement avec des
cellules parabasales/basales atypiques occupant les deux tiers de 1’épaisseur épithéliale dans
les CIN2 (Annexesl, figure 29) et la totalité de 1’épaisseur dans les CIN3 (Annexes 1, figure
30).

Ces cellules se caracterisent par:
 Un aspect syncytial dans les couches basales et parabasales ;
* Des koilocytes rares ou absents, et a petit halo clair ;

* Un rapport nucléocytoplasmique ¢levé des cellules superficielles ;
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* Des mitoses fréquentes jusqu’aux deux tiers dans les CIN2, sur toute I’épaisseur dans les

CIN3 (Baldauf,J et al., 2013).

1.3.3 Histopathologie du cancer du col de I’utérus
A T’examen microscopique, on distingue dans la plupart des types du cancer du col de

I’utérus, une grande diversité tant du point de vue des caractéristiques tumorales , des types

cellulaires et du degré de différenciation.

o Le carcinome épidermoide invasif kératinisant

Le carcinome épidermoide kératinisant est constitué de volutes caractéristiques de cellules
épidermoides contenant des nids centraux de kératine (perles de kératine) (Annexesl, figure
31). Leurs noyaux sont volumineux et hyperchromatiques, avec une chromatine sous forme de
grains. On distingue des ponts intercellulaires, ainsi que des granules de kératohyaline et une

kératinisation cytoplasmique. Il y a peu de figures mitotiques visibles (Sellors, et al., 2004).

o Adénocarcinome invasif

Adénocarcinome invasif débute a partir de I'épithélium glandulaire au niveau du canal
endocervical. L'adénocarcinome de type endocervical est la forme la plus fréquente. On
observe alors des glandes anormales de forme et de taille variées avec des bourgeonnements
et des ramifications (Annexes 1, figure 32). La plupart de ces tumeurs sont modérément a
bien différenciées. Les éléments glandulaires sont agencés en un motif complexe. Il peut y
avoir des projections papillaires dans la lumiere glandulaire et en surface. Quelques-unes des
cellules contiennent parfois une quantité modérée ou importante de mucine (Sellors, et al.,
2004).

I.4. Immunohistochimie et les biomarqueurs P16 et Ki67

Comme I’HPV a haut risque est associé a des altérations du cycle cellulaire, il existe une
corrélation décrite entre les niveaux d’expression de Ki67 et la progression du HPV infectieux
dans les dysplasies utérines (Keuting, et al., 2001). Ainsi, une association a été identifié entre
I’expression des biomarqueurs P16 et Ki67 chez les patientes diagnostiquées avec le HPV
(Ziemke, et al., 2012).

Ces biomarqueurs peuvent étre utilisés comme compléments a [’histopathologie pour
démontrer la capacité de surmonter les problemes avec des résultats faux positifs et faux

négatifs ce qui améliore la précision diagnostic et le classement des CIN associés au HPV
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(Hu.L et al., 2005 ; Klaes.R et al., 2002). Ils peuvent étre appliqués sur un mateériel
cytologique et histologique.
o La protéine Ki67

Ki67 est une protéine nucléaire et nucléolaire exprimée pendant les phases du cycle
cellulaire (G1, S, G2 et M) sauf la phase GO ou les cellules sont dans un stade quiescent, ainsi
elle est considérée comme un indicateur de prolifération cellulaire. Dans la muqueuse
malpighienne normale, I’expression du marqueur de prolifération Ki67 se trouve limité aux
cellules basales et parabasales de 1’épithélium (Figure 8). Sa détection immunohistochimique
se fait par un antigene monoclonale MIB-1 (Brown ,2012).

En effet, au cours d’une infection par un HPV oncogene la protéine Ki67est surexprimée
dans les lésions néoplasiques intraépithéliales(CIN), mais aussi elle peut étre exprimée dans
les cellules basales normales qui ont une capacité proliférative (Figure 9) (Grigore et al.,
2013).
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Figure 8 : Expression du Ki-67 dans une muqueuse normale avec positivité strictement

limitée aux assises basales. (Sebatien, 2010).

Figure 9 : Expression du Ki-67 dans une lésion de CIN3 avec expression de plus de 50% des

cellules dysplasiques sur toute la hauteur du revétement. (Sebatien,2010).
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o Laprotéine P16

La protéine P16 représente un suppresseur de tumeur, est un inhibiteur des kinases qui
régule la transition de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire (Ortega et al ., 2002).
Ainsi, la P16 est un biomarqueur moléculaire qui témoigne 1’expression des onco-protéines
virales E6 et E7 dans les cellules dysplasiques au cours d’une infection persistante par HPV a
haut risque (Bergeron,2010). Ces onco-protéines virales des HPV oncogenes se fixent
spécifiqguement a des protéines cellulaires codées par des génes suppresseurs du cancer,
respectivement P53 et pRb (Scheffner et al., 1990).

A 1’état normal, au niveau moléculaire, la fixation de la protéine de géne rétinoblastome
(pRb) au facteur de transcription E2F empéche la transcription des génes qui favorisent
I’activation du cycle cellulaire (Figure 10). Lors d’une infection persistante par I’HPV a haut
risque, 1’onco-protéine E7 prend la place de E2F et associé au pRb ce qui entraine la
libération de facteur de transcription E2F. Cela aboutit & un important rétrocontrole négatif

sur la répression de la transcription du gene P16 (Figure 10) (Bergeron,2010).

f | op Progression du
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cycle cellulaire cycle cellulaire

Promoteur Geéne p16INK4a Promoteur Geéne p16INK4a
e —F

p16INK4a p16INKda
p16INK4a

& p16INKda p16INK4a

Figure 10 : Mécanisme de surexpression de la P16INK4a (D’aprés mtm laboratories)
(Baldauf et al., 2013).

Par ailleurs, 1’onco-protéine virale E6 a la proprieté de se liée a la protéine P53 et

contribue a la dégradation de cette derniere (Crook et al., 1991).
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La surexpression de la P16 est donc un outil aide diagnostic, montrant non seulement la
présence d’une infection par HPV oncogéne, mais aussi 1’expression de 1’onco-protéine E7
correspondant a une infection transformante (Bergeron , 2010).

La grande majorité des tumeurs cervicales HR-HPV positives présentent une forte
expression de P16INK4a . La surexpression de P16INK4a est un indicateur de I'expression
aberrante des oncogénes viraux et de la transformation induite par le HPV des cellules
épithéliales. Parallelement a la detection de I' expression de P16INK4a dans la majorité des
tumeurs cervicales HR-HPV positives, une hyperméthylation du promoteur p16 INK4a a été
démontrée dans 25 a 57% des carcinomes cervicaux par PCR spécifique de méthylation.
L'hypermathylation du promoteur p16 INK4a est un mécanisme bien connu de suppression de
la transcription génique, donc la coexistence a la fois de la surexpression de p16 ink4a et de
I'nyperméthylation du promoteur du gene dans un cancer du col de I'utérus doit étre examinée
plus avant (Ivanova et al., 2007).

L’interprétation des prélévements histologiques du col utérin reste subjective et présente
une faible reproductibilité, en particulier dans le diagnostic des CIN1. L’immunomarquage de
la p16 est présent au niveau des couches basales de I’épithélium malpighien de manicre
diffuse dans les CIN de bas grade (CIN1) (Figure 11) et remonte dans les couches
intermédiaires et superficielles dans les CIN de haut grade (CIN2 et CIN3) (Figurel2,13). La
détection de la p16 a donc été utilisée pour tester la reproductibilité du diagnostic histologique
sur des prélévements du col utérin avec un diagnostic de CIN1, CIN2 ou CIN3 (Bergeron,
2010).

Figure 11 : Marquage positif de la p16 diffus et continu prédominant dans les assises
inférieures (Iésion de CIN1). (Sebatien, 2010)
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Figure 12 : Marquage positif de la p16 diffus et intense dans toutes les couches du
revétement (Iésion de CIN2) (Bergeron et al., 2010).

Figure 13 : Marquage positif de la p16 diffus et intense de toutes les couches du revétement
(Iésion de CIN3) (Bergeron et al., 2010).

1.5. Techniques de dépistage et de diagnostic du cancer du col de I’utérus:

Le dépistage du cancer du col de 1’utérus est 1’utilisation systématique d’un test pour
déceler les anomalies du col de 1’utérus dans une population asymptomatique. Les femmes
ciblées par ce dépistage peuvent se sentir en parfaite santé et ne voir aucune raison de se

rendre dans une structure de soins (OMS, 2013).

Le cancer du col de I’utérus est I’un des cancers rares que 1’on peut diagnostiquer et traiter
tot car il est asymptomatique (le cancer in situ est totalement asymptomatique, tandis que le
cancer micro-invasif peut également étre asymptomatique), cependant, ils peuvent parfois
entrainer des symptdmes qui pousseront le patient a consulter le médecin (Isautier, 2012).

Ces différents symptdmes peuvent étre :
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» Une métrorragie provoquée, post-coitale, ¢’est-a-dire un saignement génital

survenant apres une relation sexuelle ;

» Une métrorragie spontanée, survenant en dehors de la période des regles ;

 Une leucorrhée ;

+ Une dyspareunie, douleur lors des rapports sexuels ;

* Des douleurs et une difficulté a uriner (Isautier, 2012).
Aprés un examen clinique et en fonction de la situation de la patiente Le médecin effectue

différents examens.

= Examens cytologiques : cet examen concerne le frottis cervico-utérin (FCU), le frottis
conventionnel (dit Papanicolaou) et frottis en milieu liquide ( frottis sur couche mince ).

= Examens histologiques : lIs reposent sur la biopsie échoguidée .

= Test HPV

»= Immunohistochimie : Par utilisation des biomarqueurs tumoraux.

|.6.Causes et facteurs de risque du cancer du col de ’utérus :

L’insuffisance de suivi gynécologique (frottis cervico-utérin FCU), est considérée
comme un veritable facteur de risque. Par ailleurs, le HPV a été décrit comme étant le facteur
étiopathogénique nécessaire mais non suffisant pour I’apparition du cancer du col (Nyitray et
al., 2013).De nombreuse études ont suggéré que plusieurs agents synergiques avec le HPV

peuvent étre incriminés dans la genése du cancer du col utérin.

1-les facteurs viraux

a. Génotype viral
Il est démontré que les femmes qui ont acquis des Papillomavirus a risque (16 ou 18) ont
un risque accru de développement de néoplasies cervicales, comparées a celles qui ont été en

contact avec d’autres types viraux (Aubin, 2003).

b. Persistance virale
La persistance virale se traduit par 1’expression de certains genes viraux, en particulier E6
et E7 des HPV a risque, dont le role dans I’immortalisation des cellules est démontré par leur

action sur les protéines inhibitrices du cycle cellulaire (Blanc, 2005).
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c. Charge virale

Une charge virale élevée (la qualité importante de virus) est associée a une diminution de
la probabilité de clairance de I’infection a HPV et est un indicateur de CIN sous-jacente
(Monsonego, 2006).

d. Coinfection

Il a été démontré que la coinfection par plusieurs types d’HPV ou par d’autres virus
sexuellement transmissibles tels que I’Herpés Simplex Virus 2, I’Epstein-Barr virus (EBV) ou
encore Chlamydiae trachomatis favorise le développement du cancer du col de 1’utérus
(Koskela et al., 2000).

2-Les facteurs endogénes : (Propre a I’individu)

Immunodépression

Les femmes immunodéprimées sont plus susceptibles a 1’infection a HPV, que ce soit en
raison d’un traitement immunosuppresseur ou en raison de I’infection par le VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine) (Frisch et al., 2000). Dans ces cas, 1’évolution du cancer

invasif du col utérin est plus rapide (Denny et al., 2012).

b. Comportement sexuel

La précocité du premier rapport du fait de 'immaturit¢ de la zone de jonction exocol-
endocol les antécédents de maladies sexuellement transmissibles, un grand nombre de
partenaires sexuels, les rapports réguliers avec un partenaire ayant des antécédents
d’infections sexuellement transmissibles, sont autant de facteurs de risque d’infection a HPV

(Drolet et al., 2013).

c. Multiparité :
Il est décrit une augmentation du risque de développement de carcinomes épidermoides du
col utérin chez les patientes multipares au-dela de 7 grossesses menées a terme. De méme, le

jeune age lors d’une premiere grossesse est un facteur de risque (Hinkula et al., 2004).
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d. Les facteurs génétiques

Il s’agit de facteurs endogénes propres a chaque individu, beaucoup de génes ont été a ce
jour mis en évidence a I’étiologie du cancer du col de I’utérus (CCU). Nous citerons les genes
du complexe majeur d’histocompatibilit¢ humain (CMH) codant pour les protéines
présentatrices d’antigéne de surface, le systtme HLA (humane leucocyte antigéne). Certaine
combinaisons alléliques particuliéres seraient associées a une augmentation de risque du
cancer du col utérin : par exemple 1’expression de ’alléle HLA-DQBI*0301 seul ou combiné
avec 1’allele HLA1*0401(Duport, 2007).

3-Les facteurs exogeénes :

a. Tabagisme
Le tabagisme passif majore de 2 fois le risque de développement de cancer du col (Zeng et
al., 2012). Il diminue la réponse immunitaire, en augmentant les risques d'infections

persistantes (Blanc, 2005).

b. Contraception hormonale

Pour les femmes utilisant I’hormonothérapie contraceptive, le risque augmente avec la
durée d’utilisation et diminue aprés ’arrét du contraceptif (Luhna et al., 2013). Le risque
semble étre multiplié par 2,42 dés lors qu’elles utilisent une telle contraception pendant au
moins 10 ans (Yoo et al., 2013).

4-les facteurs diététiques :

Des études ont souligné que les fruits et légumes riches en vitamine C, folates ou
caroténoides, auraient un effet protecteur et favoriseraient la régression des lésions de bas
grade. En revanche, un déficit en vitamine A favoriserait le développement des lésions

intraépithéliales(Monsonego,2006).
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Notre étude a été réalisée pour mettre en évidence 1’intérét des deux molécules pl6 et
ki67 dans le dépistage du cancer du col de I'utérus par des techniques cytologique,
histologique et immunohistochimique tout en pratiquant les différents protocoles. Le début du

travail a été réalisé au niveau du laboratoire d’anatomopathologie du centre hospitalier
universitaire DJILALA BOUNAAMA DOUERA et au CHU HASSIBA BEN BOUALLI
BLIDA sur 30 patientes ayant un age entre 30 & 75 ans.

Patientes :

A travers notre stage au niveau du service gynécologique de 1’hopital CHU HASSIBA
BEN BOUALLI, nous avons colligées 30 cas qui présentaient des problemes gynécologiques
aprés un diagnostic. Ces 30 patientes ont été suspectées d’avoir des l1ésions au niveau du col

utérin par différentes méthode d’exploration et diagnostic.

1.1 Matériel

11.1.1. Matériel biologiques

a. Frottis cervico-vaginal :

Nos prélevements cytologiques ont été réalisés au niveau du centre de dépistage du CHU
HASSIBA BEN BOUALI BLIDA sur 20 femmes par un prélevement des cellules de la

jonction exocol-endocol du col de I’utérus.
b. Biopsies :

Vu que nous n’avions pas beaucoup de temps pour attendre les résultats des frottis a cause
des circonstances de la pandémie mondial du covidl19, donc nous avons rajouté a nos frottis

10 biopsies prélevées sur d’autres femmes qui présentaient déja des frottis anormaux .
11.1.2. Matériel non biologiques :

Il s’agit de tout le matériel utilisé pour la réalisation des différentes techniques cytologique,

anatomohistologique et immunohistochimique. (Voir annexes 2, tableau V).
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11.2. Méthodes :

11.2.1. Technique anatomo-histologique

Cette technique permet d’analyser les prélevements tissulaires tels que les piéces
opératoires et les biopsies utérines. Elle a été faite selon le Protocol de Hould (1984) qui a été

modifi¢ d’aprés les conditions du laboratoire.

L’¢tude histopathologique a été réalisée sur 10 échantillons recus au niveau du laboratoire
d’anatomopathologie du CHU de DOUERA entre février 2020 et avril 2020. Les différents

prélevements traités ont ciblé des biopsies du col utérin.

e Fixation

La fixation, étape essentielle dans la préparation tissulaire. Son but est de s'opposer a
l'autolyse tissulaire, de conserver aux tissus une structure la plus proche possible de la
structure "in vivo", Préserver la réactivité des cellules pour une étude immuno-histochimique
et préparer l'inclusion en paraffine. Elle se fait par immersion du prélevement dans le Formol
a 10% La fixation répond a des regles strictes qui motivent le transfert rapide des

prélévements vers le laboratoire d’anatomopathologie.

L’opération de fixation doit étre immédiate, et doit se faire dans un volume suffisant de
fixateur correspondant a 10 fois le volume de la biopsie. La durée de fixation dépend de la
taille de prélevement. Elle est de 2 & 5h pour une biopsie.

Cette étape est considérée comme le stade essentiel qui déterminera la qualité de tout le

processus, la fiabilité du diagnostic et la rapidité du résultat.

e Examen macroscopique et inclusion

Tout d'abord les fragments sont dénombrés, orientés, mesurés et leur aspect externe est
décrit cela dans le but de localiser et d'observer la lésion, évaluer son étendue |,
éventuellement déterminer sa nature et le choix de la partie la plus suspectée afin de faire un
échantillonnage bien diriger sur les foyers lésionnels a analyser .Ces échantillons servent a
I’étude microscopique ils sont déposés dans des cassettes, perforées en plastique. Elles
comportent le numéro de dossier du patient et sont directement placées dans du formol pur

avant leur passage dans I'appareil a circulation.
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e Circulation

La circulation peut se faire manuellement ou a l'aide d'un automate. Elle a pour but le
remplacement de I'eau présente dans le tissu par la paraffine afin de faciliter la découpe et elle

s’effectue en 3 étapes (Voir annexes 2, tableau VII).

A la fin de la circulation qui dure 24 heures, les prélevements se trouvent dans un panier
plongé dans de la paraffine chaude, ils sont alors récupérés et introduits au niveau de la

station d'enrobage.

e Enrobage

L’enrobage dit aussi « inclusion » consiste a former des blocs de paraffines pour conserver
les rapports architecturaux des structures tissulaires et de fournir un support rigide pendant et
apres la coupe. Pour se faire, les cassettes sont ouvertes, les couvercles jetés, le fragment est
ensuite récupére et placé dans un moule adapté a sa taille. Celui-ci est recouvert d'une petite
quantité de paraffine, il est important de bien orienter le fragment et veiller a son adhérence.

Le moule est placé sur une plaque refroidissante.

La cassette est déposée sur le moule, de la paraffine est coulée extemporanément sur cette
derniere afin de s'assurer de I'nomogénéité du bloc pour une découpe de qualité (Voir

annexes 2, figure 37).

Les moules sont placés sur une plaque refroidissante pour figer la paraffine. Une fois que

cette derniére durcit les blocs sont démoulés.

e Coupes et étalement sur lame

Les blocs ayant refroidi sur la plaque réfrigérante de la station d'enrobage, la découpe peut
étre réalisée. A l'aide d'un microtome, des coupes allant de 1a 5 p d'épaisseur sous forme de
ruban sont réalisées. Cette épaisseur permet aux rayons lumineux du microscope de traverser

la préparation et d'éviter la superposition tissulaire (\Voir annexes 2, figure 38).

Les Fines coupes sont étalées sur des lames et ces lames sont numérotées avec les mémes
chiffres des blocs. Elles subissent le déparaffinage des coupes sur la plaque chauffante pour

éliminer les résidus d'eau et les préparer a la coloration.
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e Coloration

Avant de passer a la coloration, il existe quelques étapes qui servent & préparer la coupe

aux différents colorants:
a. Etuvage lames :

Toutes les lames sont déposées dans I'étuve a 40°C pendant 24 heures, pour une meilleure
adhérence du tissu. Cette étape est dite séchage, elle permet d'éliminer la fine couche d’eau

qui se dépose entre la lame et le tissu.
b. déparaffinage :

Pour cela, il est nécessaire de préparer le tissu. Tout d'abord les lames doivent étre plongées
dans trois bains de xylenes de 5 minutes chacun afin d'éliminer la paraffine des tissus. Cette

étape permet une meilleure imprégnation de ces derniers par le colorant.
c.Réhydratation :

S'en suit I'étape de la réhydratation dont le but est de chasser le xylene du tissu et de le
remplacer par I'eau étant donné que la plus part des colorants sont de nature aqueuse (Affinité
tinctoriale). Elle se traduit par le passage dans cinq bains d'éthanol, les deux premiers
contenant de 1’éthanol absolu durent 3 a 5 minutes et sont suivis de trois bains décroissant de

95°c, 80°c et 70°c. Enfin, les lames sont rincées a I'eau courante pendant 3 minutes.

Cette étape comporte un haut risque de décollement du fragment di aux forces de courants

créés par la sortie de I'éthanol du tissu et I’entrée de ’eau.

Un contréle qualité peut étre effectué en relation avec l'opacité du fragment, les parties du
tissu n'ayant pas subit une bonne réhydratation apparaissent translucide alors que le reste du

fragment est opaque.
d. la coloration proprement dite :

Dans les laboratoires d'anatomopathologie la plus utilisée en tant que coloration
topographique de routine est I'HE, le noyau est révélé en bleu par I'hnématoxyline de Harris

alors que I'éosine permet d'obtenir un cytoplasme rose.

La coloration a I'H-E est réalisée de la maniere suivante (Voir annexes 2, tableau VIII,
figure 39).
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e Montage

L'étape finale est donc le montage des lames. Elle est réalisée sous une hotte aspirante et
consiste a fixer une lamelle couvre objet sur la lame préalablement traitée avec quelques
gouttes de résine synthétique (Eukitt), afin de protéger la coupe de la dégradation (\Voir
annexes 2, figure 40). 1l est a noter qu'il faut éviter toute bulle d'air qui pourrait géner la

lecture au microscope. Ainsi nos lames sont prétes a étre interprétées.

Toutes ces étapes d’anatomopathologie sont résumées dans (Voir annexes 2, figure 41).

11.2.2. Technique immunohistochimique (IHC) (Marck.,2010 ;KHALISSA.D. ,2019)

L’¢tude immunohistochimique est une méthode auxiliaire importante pour les
pathologistes car, elle permet de visualiser spécifiquement la distribution et la quantité d’une
certaine protéine c’est-a-dire déterminer leur présence et leur localisation sur un matériel
cytologique ou des coupes tissulaires. Une quantification de ces dernieres est tout a fait
possible et est realiser a de fin diagnostic. Le principe de cette technique repose sur
I’utilisation d’un anticorps primaire spécifique qui se lie a la molécule d’intérét par le
fragment Fab et sur lequel va pouvoir se fixer un anticorps secondaire dirigé contre le

fragment Fc du premier anticorps (Voir annexes 2, figure 42).

Dans notre étude, Deux anticorps monoclonaux ont éte utilisés :
*L’anticorps monoclonal de souris anti-protéine humaine p16
*L’anticorps monoclonal de souris anti-protéine humaine Ki-67

e Lapréparation des lames :

Les lames conservées a 37°C et qui ont été deja préparées (fixation, circulation, enrobage
et microtome) comme celle de la coloration usuelle. Elles sont utilisées dans les réactions
immunohistochimique pour la détection de deux protéines différentes situées dans différents
compartiments cellulaires. Cependant, I’étalement des fragments doit se faire sur des lames
silanisées afin d’améliorer 1’adhérence et de réduire le risque de décollement des coupes

lesquelles sont séchées a 37°C pendent 24h.
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e Prétraitement :

Pour prétraiter les lames, il faut réaliser le déparaffinage, la réhydratation et le démasquage
pour cela les préparations sont déparaffinées et réhydratées en les immergeant successivement

dans les solvants suivants :
- Xylene : trois bains de 10min ; 20min et 20min respectivement

- Ethanol absolu : trois bains de 5min ; puis 1’éthanol 95%, deux bains de 5min ; 1’éthanol

75%, un bain de 5Smin ; puis dans 1’eau distillée pendant Smin ou plus.

- Le démasquage a été fait par la chaleur en immergeant les lames dans un tampon de citrate a

pH 6.1, pendant 3min dans une cocotte-minute.

- Laisser les coupes refroidir, puis les plongées dans un récipient de I’eau distillée pendant

5min.

e Blocage des peroxydases endogénes :

Avant de réaliser cette étape, le fragment doit étre délimité a 1’aide du stylo hydrophobe

(Dako Pen).

Afin de bloquer les peroxydases endogenes qui ont les mémes récepteurs que le DAB (3,3’
Diaminobenzydine), on dépose 200uL PBR (Peroxydase Blocking Reagent) a base H202 a
3% pendant 15min. Le ringage est effectué par 1’utilisation du wash buffer dans trois bains de

Smin chacun pour €éliminer I’exces de PBR.
e Action de I’AC primaire spécifique :

Les anticorps primaires (de chaque marqueurs P16 et Ki67) dilués dans du PBST/ 1%BSA
puis on les déposés (200uL. d’AC primaire) sur la partie encerclée de la lame ou est contenu le
tissu ; incubées pendant 30min dans une chambre obscure et humide, puis rincées dans trois

bains de wash buffer pendant 5min chacun.

e Addition de ’AC secondaire non spécifique :

Ajouter sur les lames 200uL de I’AC secondaire conjugué a la peroxydase (HRP) dilué¢ au
1/200eme (de chaque marqueurs), puis on les incubées pendant 20min a 30min, aprés ca le

ringage est effectué dans trois bains de wash buffer pendant 5min.
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e Révélation :

Se fait par I’addition de quelques gouttes (200uL) d’un révélateur marron DAB
(Diaminobenzydine) sur les lames, incubation pendant 5 a 10min, puis ringage a 1’eau

distillée pour éliminer I’exces de DAB.

e Contre coloration :

Les sections sont ensuite contre coloré pour faire ressortir le marquage d’un élément
particulier. Cependant, cet élément doit étre localisé par rapport aux autres éléments (noyaux,
cytoplasme, fibre conjonctives). Ainsi, elle a un réle important qui sert de point de repere lors

de I’interprétation microscopique.

- Les lames sont émergées dans un bain d’une solution hématoxyline de Mayer pendant 5min

pour donner une coloration bleue aux noyaux puis les rincées a I’eau distillées.

- Ensuite les lames sont déshydratées dans bains de I’éthanol en ordre croissant (70, 90 et

100%) pendant 2min chacun, puis éclaircies dans trois bacs de xyléne d’une minute chacun.

e Montage :

Une gouttes de résine (Eukitt) est déposée sur la lame puis recouverte par lamelle.

e Observation :

L’observation au microscope photonique est réalisée aux différents grossissements. Des

photos sont prises a I’aide d’un Smartphone.
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Notre étude est réalisée dans le but de vérifier si ’il existe réellement une corrélation entre
I’expression des biomarqueurs p16 et ki67 et le degré des dysplasies cervico utérines. Mais vu
les circonstances de la pandémie mondial du covid19 et le confinement imposé par le pouvoir
public ont a pas pu avancer dans notre travail expérimental et aller jusqu’aux résultats finaux.
Par rapport a ces conditions nous avons travaillé¢ sur un ensemble d’articles scientifiques de
I’année 2006 a 2020 qui montraient I’aspect moléculaire et cellulaire du cancer du col utérin
par I’étude de deux protéines impliquées dans le phénomeéne de la carcinogenése. Il s’agit

dans notre étude de la P16 et du Ki67.
Les résultats selon la synthése bibliographique

D’aprés 1’étude de Bergeron et al, (2006) sur 210 frottis, 108 d’entre eux étaient normaux,
52 présentaient des LSIL et 50 des HSIL. la différence qui réside entre les frottis normaux et
les autres revenait aux aspects cellulaires de chacun. La taille du noyau des cellules basales
anormales était grande avec une forme irréguliére, leurs rapport nucléo-cytoplasmique était
élevé, la chromatine avait une texture granuleuse était dense et irréguliére et I’anisonucléose
était généralement présente dans des amas de cellules basales anormales. Des scores ont été
mis en place pour rassembler chaque aspect. le score 1 qui comprenait les cellules basales
normales (Figure 14), le score 2 qui comprenait une augmentation du rapport nucléo-
cytoplasmique (Figure 15), le score 3 qui comprenait une augmentation du rapport nucléo-
cytoplasmique (Figure 16) et une des anomalies et le score 4 comprenait une augmentation
du rapport nucléo-cytoplasmique et plus d’une seule anomalie (Figure 17). En ajoutant ces
scores nucléaires a la détection d’un marquage de la protéine p16 Bergeron et al ont observé

que le comptage des cellules marquées a été corrélé avec la gravité du diagnostic LSIL, HSIL.
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Figure. 14. a et b) Score 1 : des cellules basales métaplasiques sont marquées par la p16
INK4a. Elles ne comportent aucune anomalie nucléaire (Bergeron et al,. 2006).
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Figure. 15.a et b) Score 2 : Les cellules basales marquées par la p16 INK4a présentent une
augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique (Bergeron et al,. 2006).
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Figure. 16. a et b) Score 3 : les cellules basales marquées par la p16 INK4a présentent une
augmentation du rapport nucléocytoplasmique et une chromatine densifiée (a) ou une
anisonucléose (b) (Bergeron et al,. 2006).
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Figure. 17. a et b) Score 4 : Les cellules basales marquées par la p16 INK4a présentent une
augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique, une chromatine anormale, des contours
nucléaires irréguliers (a) ou une anisonucléose (b) (Bergeron et al,. 2006).
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L’étude de Diya Das et al (2018), est menée sur 536 patients, 483 (90,1 %) ont éte
diagnostiqués en surveillance de charge non intrusive, 15 (2,8 %) ont eu un ASC-US, 5 (0,9
%) un ASC-H, 12 (2,2 %) une LSIL, 11 (2,0 %) une HSIL et 10 (1,9 %) un carcinome

épidermoide invasif.

Un marquage par les protéines p16 et ki67 a été effectuer sur les cellules de ces frottis et les
résultats ont révélé que le taux des cellules marquées est faibles dans les frottis normaux et
frottis LSIL comparé au taux des cellules marquées dans les HSIL qui est plus élevé. Donc la

positivité de la p16/Ki-67 augmente également avec la gravité cytologique.

Dans d’autres travaux de Martin et al, (2011). la gradation histologique (Figure 18) précise
les néoplasies intraépithéliales cervicales (CIN). Elle est importante pour la prise en charge

clinique des patients, parce que les lésions CIN1 et CIN2 et 3 sont traitées différemment.

En général, la reproductibilité inter et intra-observateurs de I'évaluation du grade CIN est
faible chez les pathologistes. En particulier, le diagnostic différentiel entre les patients
malpighiens immatures et les métaplasie et CIN1 et 2, ou entre la catégorie inférieure (CIN1)
et les Iésions de haut grade (CIN2 et 3), ont tendance a étre difficiles. Ces difficultés signifient
que les patients ont tendance a étre surtraités pour les lésions CIN, qui vont naturellement

régresser.
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Figure 18 : coloration a I’hematoxyline éosine dans les CIN : (A) ET (B) représente un cas
de CIN1, (C) représente une liaison de CIN 2/3 dans le col de ’utérus (Martin et al., 2011).

D’aprés I’étude de A.Sangwaiya et al (2018), sur 60 échantillons cervicaux, dont 10 cas
avec une cervicité chronique, 29 cas avec de CIN et 21 cas des carcinomes épidermoides. IlIs

ont été observés le taux d’expression de P16 et Ki67 dans tous les cas.

Aucune expression de ces biomarqueurs n’a été observée dans 10 cas (100%) de cervicité

chronique, alors que ’expression de la P16 dans les cas des CIN elle s’est exprimée dans 25
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cas (86,20%) et dans le cas du carcinome a été s’exprimée dans 20 cas (95,23%). Il y a eu une
différence statistiquement significative dans 1’expression de P16 entre cervicité chronique,

CIN et carcinome indiqué par une valeur (P<0,05), (Figure 19).

Le Ki67 a été exprimé dans 28 cas (96,55%) dans les CIN et 100% dans les cas de carcinome
(Figure 20).

Les données obtenues sont significatives sur le plan statistique (P<0,05) et ont montrées une

association positive entre le grade histologique des 1¢ésions cervicales et I’expression de P16 et
Ki67.

Figure 19 : Photomicrographies immunomarquées avec expression de la P16 : (a) CIN I -
grade 2, coloration cytoplasmique, (b) CIN Il - grade 3, coloration nucléaire et cytoplasmique,
(c) CIN 111 - grade 3, coloration nucléaire et cytoplasmique, (d) carcinome du col de l'utérus —
grade 3, coloration nucléaire et cytoplasmique (coloration IHC, 200X)(Sangwaiya et al.,2018)

Figure 20 : Photomicrographies immunomarquées avec expression du Ki-67 : (a) CIN I -
indice d'étiquetage I, coloration nucléaire, (b) CIN Il - indice d'étiquetage I, coloration
nucléaire, (c) CIN Il - indice d'étiquetage 11, coloration nucléaire, et (d) carcinome du col -
indice d'étiquetage 11, coloration nucléaire (coloration IHC, 200X) (Sangwaiya et al.,2018).
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L’étude de S-H. Song et al (2007), a été effectuée sur 49 patients qui ont subi une
conisation avec des marges positives. L’HPV a haut risque a été identifié chez 27 patients
(100,0 %) avant la conisation avec des marges. La charge virale de base a montré 7 (25,9%)
femmes a faible charge (100 RLU/PC) et 20 (74,1%) avec une charge élevée (500 RLU/PC).
L’¢valuation histologique des échantillons de conisation ont montré 12 (24,5%) femmes avec
CIN 2 et 37 (75,5%) femmes avec CIN3. L'association entre I'expression des marqueurs

immunohistochimiques et le grade CIN est illustrée dans la figure 21.

Au total, 17 (34,7 %) femmes présentant une maladie résiduelle confirmée par I'histologie ont
été retrouvées au cours du suivi pendant 24 mois, dont 11 femmes atteintes de CIN 1 et 6

femmes de CIN 3, les 32 autres (65,3%) femmes ne présentait aucune Iésion résiduelle.

La charge moyenne du HPV dans chacun des cas associée a la coloration de la p16 (INK4a)
était de 9,5 (unités lumineuses relatives/contréle positif) RLU/PC pour la coloration négative,
531,8 RLU/PC pour 11 colorations, 140,2 RLU/PC pour 21 colorations et 545,1 RLU/PC
pour 31 colorations. Les charges HPV différent significativement selon I'expression pl6
(INK4a) (P=0,0021) (Figure 22).

Ainsi, les charges moyennes du HPV dans les cas de coloration du Ki-67 étaient de 28,2
RLU/PC pour 11 colorations, 189,6 RLU/PC pour 21 colorations, et 563,3 RLU/PC pour 31
colorations. Les charges de HPV différaient significativement selon I'expression Ki-67
(P=0,0259) (Figure 22).

L'expression de p16 (INK4a) (P=0.0012) et de Ki-67 (P=0.0006) a été associée de maniére

significative a les CIN.

D’aprés song et al ont montrés que dans I’analyse de régression logistique univariée et
multiple, age, parité, cytologie, grade de la lésion dans le cone, la charge de HPV-HR, et
I'expression de p16 (INK4a) et de Ki-67 n'ont pas été associées de maniere significative a des

Iésions résiduelles apres conisation avec des marges positives (P > 0,05).
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Figure 21 : A et B) Les associations entre I'expression des marqueurs immunohistochimiques
et les CIN 2/3 ont été évaluées sur la base du test de Chisquare ou du test exact de Fisher
(Song et al.,2007)
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Figure 22 : Comparaisons de la charge du HPV avec la p16 (INK4a) et le Ki-
67.Comparaisons de la charge du HPV dans les marqueurs immunohistochimiques ont été
évaluées a l'aide du test d'analyse de la variance. Les mémes lettres indiquer P < 0,05 par le
test de comparaison multiple de Tukey (Song et al.,2007).
Xing et al (2017), ont étudiés 1’expression de la géminine, P16 et Ki67 sur 95 échantillons,
y compris CIN1 (n=45), CIN2/3 (n=40) et les tissus cervicaux normaux (n=10) par

immunohistochimie.

L'expression du géminin était négative dans tous les tissus normaux et exprimée dans 13,3%
des CIN1 et 90% dans les CIN2/3.

L'expression de la P16 est exprimée comme suit : dans 24,4% dans les CIN1 et 87,5% dans
les CIN2/3. Ainsi, I'expression Ki67 correspondante était de 35,6 % et 95 %.
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La spécificité de géminine pour différencier entre les CIN1 et CIN2/3 était de 86,7%, tandis
que pour p16 et Ki67 les valeurs correspondantes étaient de 75,6% et 64.4%.

La sensibilité de la geminine, de la p16 et du Ki67 était respectivement de 90,0 %, 87,5 % et
95,0 %. La valeur prédictive positive (PPV) et la précision de la geminine était supérieure a
pl6 et Ki67. Cela, a montré que I’expression de la géminine a une faible corrélation avec le

statut HPV.

Dans I’article de Silva et al (2017), les résultats ont été pris a partir d’un examen
systématique des études sur les femmes avec et sans 1ésions cervicales afin d’évaluer s’il ya
surexpression des biomarqueurs P16, Ki67 et P53. Au total, 28 publications ont répondues

aux critéres, dont 6005 femmes.

L'analyse a montré que I'expression de ces biomarqueurs est plus élevée au niveau de I'lHC,
associée avec les lésions les plus graves. Dix-neuf des 22 études évaluées ont montré que
I'expression de pl6 est plus élevée dans les lésions plus graves (CC), tandis que dans
I'expression de P53 seule 4 sur 9 études ont montré une expression plus élevée chez les cas les
plus séveres. Ainsi, I'expression de Ki67, il a été observé que 9 études sur 14 ont montré une
expression plus élevée. Dans les Iésions plus graves. Une absence totale ou juste un minimum
d’expression dans I'THC a été observé dans 1'épithélium cervical normal, tandis qu'une
augmentation significative de I'expression de ces biomarqueurs a été détectée en fonction de

la gravité des lésions.

Larissa et al (2017), ont effectué une étude sur 66 patientes : 22 (33,4%) d'entre elles ont
progressé jusqu'au HSIL, 25 (37,9%) ont maintenu leur LSIL, et 19 (28,7%) ont régressé dans
la deuxiéme biopsie. L'age moyen des patientes avec et sans progression était de 33 ans et 27
ans (P = 0,006), respectivement. L'évaluation qualitative a indiqué une tendance de
progression, mais sans signification statistique. Cependant, par histomorphométrie, I'analyse
de la courbe ROC caractéristique de fonctionnement du récepteur a montré des points de
coupure de 0,396, 0,345 et 0,026 pour pl6INK4a, CK7, et Ki-67, respectivement ,ainsi,
prédicteurs de la progression (P = 0,003, 0,03, et .002, respectivement) (Tableau 1V). Dans
une analyse de régression logistique, p16INK4a, CK7 et le rapport des cellules positives Ki-
67 a montré une corrélation significative avec la progression (P = 0,036, 0,012 et 0,006,

respectivement).
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Tableau IV: Points de coupure de I'expression de 16INK4a, CK7, et Ratios de cellules Ki67
positives des LSIL lors de la premiere biopsie, corrélés aux 3 groupes de diagnostic dans le
deuxiéme spécimen

Cutofl point Progressiom LSIL

(ROC curve)y  to HSIL, % maintained, %% Regression, %% ™

pla™*4 e 54.5 40 £2 D03
ratio =i 3tk

CK7 cell ratio 4.5 1.5 12 LK)
=1 345

Ei-6T cell ratio 219 263 4% 02

20026

HSIL indicates high-grade squamous miracpithelial leson; LSIL, lowe-
grade squamous miracpithelial lesion; CET, cytokeratim 7.
“Pearson ) level of significance. P = 005,

(Larissa et al.,2017).

D’apres 1’étude de Natalia et al (2009) sur les 54 biopsies du col utérin qui ont étaient
classées en plusieurs groupes (5 cas normaux) - (12 cas CIN 1) -(12 CIN I1)-(13 CIN I11) -(12
cas cancer epidermoide invasif) et soumises a une étude immuno-histochimique, avec des

biomarqueurs p16, Ki-67 et E-cadherin.

-La figure (23) montre la distribution de la positivité pour la p16 dans les différents groupes.

Les coupes histologiques du col utérin normal n‘ont montré aucune expression de p16.

Gréace au test ANOVA, nous avons observé une différence statistiguement significative entre
les pourcentages moyens des groupes. Les CIN | (27,94 %) et 11 (47,93 %) présentaient une
expression de pl16 inférieure a celle des CIN 111 (73,47 %) et des carcinomes invasifs (72,70
%) (p < 0,0005).

-La figure (24) montre les différentes positivitées au Ki-67 évaluées dans les groupes. La
différence n'est statistiquement significative qu'entre la médiane du groupe normal (6,6 %) et
les lésions néoplasiques. Le carcinome invasif (57,8 %), était tres positif pour le Ki67 par
rapport a la CIN I (35,6 %), la CIN 11 (51,9 %) et la CIN 111 (40,9 %), mais aucune différence
statistiquement significative n'a pu étre trouvee entre eux (p = 0,005).

-La figure (25) montre la positivité pour I'E-cadhérine dans les cas diagnostiqués de CIN IlI
était la plus faible observée parmi les Iésions pré-néoplasiques (55,96%), alors que dans les
cas de CIN I, elle était de 82,18%, pour la CIN Il, de 77,39% et dans le groupe témoin, de
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89,05%. Une différence statistiguement significative a été observée en comparant les cas
positifs de carcinome invasif (46,15 %) avec les CIN I et Il (p < 0.0005).

95 —
85 —
75 —
65
25 —
45 —

Expression of P16

35 4
25 —
15—+

I I I I I
Invasive Ca CIN | CINII CINM - Normal

Figure 23 : expression de pl6 dans les
différents types de lésions du col de
I’utérus. il y a une augmentation de p 16
selon le degré de malignité des Iésions

(p <0.0005).les tissus normaux ne
présentaient pas d'expression de pl6
(Natéalia et al., 2009).
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Figure 24 : Positivité du Ki-67 dans
différents types de lésions du col de l'utérus.
Le Ki-67 est plus exprimé dans les groupes
néoplasiques que dans les biopsies cervicales
normales (p = 0,005) (Natalia et al.,2009).
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Figure 25. Expression de la E-cadhérine dans différents types de Iésions du col de I'utérus.
Une différence statistiquement significative a été observée en comparant les cas positifs de
carcinome invasif (46,15 %) avec les CIN | et Il (p < 0,0005) (Natalia et al.,2009).

Selon 1’étude de T. A. Dimitriad et al (2020), sur 71 biopsies, les resultats de

I’immunohitochimie ont permis de déterminer

les profils moléculaires les plus

caractéristiques des degrés de dysplasie : CIN1 - Ki-67-15-25%, p16/INK4a 10-15% ; CIN2 -
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Ki-67-70-80%, pl6/INK4a - 65-70% ; CIN3 - Ki-67-85-90%, pl6/INK4a - 90-95%. Une
hétérogenéité a été révélée dans I'expression de ces marqueurs dans le groupe CIN 2 : dans 7
cas (22,6%), le profil moléculaire correspondait a CIN 1, dans 1 cas (3,6%) a CIN 3. Des

exemples cliniques d'utilisation du profil IHC pour clarifier le degré de CIN sont donnés.

Il ressort des donneées ci-dessus que la plus grande dispersion des donneées, de la valeur
minimale a la valeur maximale, a été observé a la CIN2 (15-100%), ce qui est également
attesté par le coefficient de variation. Il est également évident que les données du groupe
CIN2 aux points de valeurs minimales et maximales se chevauchent avec les groupes voisins.
Dans les recherches statistiques les valeurs du coefficient de variation dans le groupe CIN1
étaient de 27,2% pour Ki-67 et de 22,8% pour P16/INK4a - la variabilité des données est
significative, mais acceptable. Pour les CIN3, le coefficient de variation du Ki-67 était de 11,7
%, tandis que pour le P16/INK4a, il était encore plus faible - 8,9 %, ce qui indique une
homogénéité des deux valeurs chez les patients. Dans le méme temps, la variabilité de
I'expression des deux marqueurs dans le groupe CIN2 était plus de 2 fois supérieure au seuil

de 33%, ce qui indique une grande variation des données au sein du groupe étudié.

En tenant compte de ces informations, le groupe CIN 2 a été devisé en 3 sous-groupes,
indiquant conditionnellement : faible (n=7) avec le niveau d'expression de Ki-67 24+2%,
P16/INK4a - 20£3,1%, typique (n=31) avec le niveau d'expression de Ki-67 76,8+2,5%,
P16/INK4a -66,8+2,6% et élevé (n=1) avec le niveau d'expression de Ki-67100%,
P16/INK4a-90%. Les différences d'indicateurs sont statistiguement significatives entre les
sous-groupes (P<0,001). Les indicateurs statistiques de 7 cas avec des valeurs faibles
d'expression des deux marqueurs IHC étaient sans aucun doute caractéristiques de la CIN1, et

1 cas avait des valeurs élevées caractéristiques de la CIN 3.

Ainsi, cette étude montrait que le groupe CIN 2, est extrémement hétérogéne, ce qui peut
expliquer un tel écart dans I'évolution clinique des patients présentant ce degré de CIN, de
I'auto-régression au résultat dans les cas de CIN 3 et de SCI ou une progression dans le cas de
CIN 1, le degré d'expression de ces marqueurs est directement lié a I'évolution clinique de la

CIN. Donc cette technique proposée peut aider a la prédiction de flux de CIN2.
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L’objectif de notre étude repose sur I’intérét des deux protéines P16 et Ki67 dans la

confirmation et les limites des Iésions intra épithéliales.

L étude cytologique de Bergeron et al (2006) a démontré que les frottis normaux se
caractérisent par des cellules basales normales et les frottis HSIL, LSIL , ASCUS
présentaient plusieurs anomalies cytologiques avec des noyaux anormaux de grande taille et
une forme irréguliére, un rapport nucléo-cytoplasmique élevé , une chromatine dense ,
irréguliére ayant une texture granuleuse et une anisonucléose qui est généralement présente
dans ces types de frottis .Concernant les cellules marquées a la p16 , elles avaient une faible
expression (Inferieur a 10) dans les frottis normaux . Par contre dans les HSIL leurs
expression était remarquablement élevée (supérieur a 100). Donc Bergeron et al ont établi un
score nucléaire avec un simple marquage de la protéine p16 qui montre que le comptage des

cellules marquées a été corrélé avec la gravité du diagnostic.

Parallelement a ce travail 1’étude de Diya Das et al (2018) a montré que suite au marquage
des cellules des frottis révélant un LSIL , HSIL , ASCUS et carcinome invasif par les deux
protéines p16 et ki67. 1l a été observé qu’a chaque fois qu’il ya plus d’anomalies cytologiques
et nucléaires qui se manifestent dans ces frottis plus le taux du duel p16 et ki67 est important
et évolutif.

D’autres études ont soulevé un autre profil qui est I’expression des deux protéines et le
type histologique .Par 1’étude de martin et al (2011), différents critéres tissulaires des lésions
intraépithéliales du col de I'utérus ont été distingué .Les CIN sont susceptibles d'avoir un
épithélium plus épais composé de cellules indifférenciées avec une couche étroite de cellules
matures indifférenciées a la surface. Les anomalies nucléaires, telles que les noyaux
hypertrophiés, I'nyperchromie et les caractéristiques des cellules mitotiques sont également
évaluées. Les infections a HPV sont également courantes dans les CIN, et sont caractérisé par

la présence de koilocytose.

Dans la CIN1, les cellules indifférenciées sont confinées a la couche inférieure de
I'épithélium. 1l tend a étre des anomalies nucléaires minimales et peu de caractéristiques
mitotiques, dans les CIN2 il y a des modifications cellulaires dysplasiques limitées a la
moitié inférieure de I'épithélium et aussi des changements nucléaires et des caractéristiques
plus mitotiques et dans les CIN3, la différenciation et la stratification peuvent étre totalement

absent ou seulement présent dans le quart superficiel de I'épithélium. Les anomalies
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nucléaires peuvent étre vues dans toute I'épaisseur de I'épithélium. Des caractéristiques

mitotiques sont présentes partout, avec des pertes de polarité.

Les divers travaux de Yuanhang Zhu et al (2019), A.Sangwaiya et al (2018) ont démontré
que le double marquage immuno-histochimique de la p16 et du ki-67 est révélé négatif dans
les tissus du col utérin normal et dans les cervicites chronique. Par contre ce marquage est
positif dans les tissus anormaux. les patients atteints de CIN1 37,0 % (40/108) étaient positifs
a I'immunocytochimie p16/Ki67 , les patients atteints de CIN2 96,6 % (28/29) étaient positifs
a l'immunocytochimie pl6/Ki67 , 100 % (22/22) des patients atteints de CIN3 étaient
positives a I'immunocytochimie p16/Ki67 et 100% (3/3) des patients atteints d'un cancer du
col de l'utérus étaient positif a 100% (3/3) a I’immunocytochimie p16/ki67 selon 1’étude de
yanhang Zhu et al (2019). Par ailleurs, la P16 dans les cas des CIN a été exprimée dans 25
cas (86,20%) et dans le cas du carcinome elle a été exprimée dans 20 cas (95,23%) selon
A.Sangwaiya et al (2018). Il y a eu une différence statistiquement significative dans
I’expression de P16 entre cervicité chronique, CIN et carcinome indiqué par une valeur
(P<0,05) donc I’expression de ces biomarqueurs en plus qu’elle est positive elle semble

évoluée et varie selon la gravité des Iésions.

Dans d’autres ¢tudes les chercheurs ont mentionné une étroite relation entre le duel
pl6/ki67 et le degré d’HPV comme 1’étude de Lu-Lu Yu et al (2016 ) ou il a été observé que
les résultats de 1I’immuno-histochimie montre que la positivité globale du test de double
coloration p16/Ki-67 (33,1 %) était un peu plus faible que celle du HR-HPV (35,9 %) dans
I'ensemble de la population (p < 0,05) et augmentait de maniére significative avec la gravité
de la maladie . ces résultats sont similaire a ceux de 1’étude de Calil (2014) et celle de Song
S-H (2007 ) .Donc La positivité pour le HPV était fortement associée a la double coloration
pl6/Ki-67 dans I'ensemble de la population. Par rapport aux HR-HPV négatifs, I'expression
de p16/Ki-67 dans le groupe positif pour le HPVV16/18 et les autres 12 types de HR-HPV était

significativement plus élevée.

Par ailleurs, d’autres scientifiques ont trouvé des résultats opposes aux résultats
mentionnés précédemment. Dans 1’étude de Xing et al (2017), ils démontrent que la géminine
(Protéine intervenant dans le cycle cellulaire) a un réle plus important que la p16 vu que son
taux était élevé dans les CIN par rapport au deux biomarqueurs pl6 et ki-67 et elle a la
specifié de différencier entre les CIN. Donc elle pourrait étre considérer comme un nouveau

biomarqueur substitutif dans les lésions intra-épithéliales.
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Dans d’autres travaux, l’analyse immuno-histochimique révele d’autres protéines qui
pourrait contribuées a I’évolution de la dysplasie. Parmi ces derniéres la P53, la cytokératine

7 (Ck7) et la E-cadherine.

La p53 est citée dans D’article de Daliana et al (2017) ou I’on détermine qu’elle est
généralement mutée dans le cancer du col utérin et provoque des changements structuraux au
niveau des tissus. L’intensité de son expression augmente avec la gravité des CIN. cela
pourrait représenter un marqueur immuno-histochimique potentiel de la progression de la

Iésion a un degre plus élevé.

Dans d’autres cas Larissa et al (2017) ont découvert qu’il y’avait une corrélation positive
entre le groupe (cytokératine 7, Ki-67 et p16) et d’aprés leurs résultats la combinaison de ces
trois est utile et présente des bio-marqueurs fiables qui pourraient conduire a un modele

différent de classification des LSIL.

Pour ce qui concerne la E-cadherine évoquée dans 1’étude de Natalia Gaspar Munhoz et al
(2009) .c’est une protéine d’adhésion qui assure I’attachement des cellules squameuses de
I’épithélium du col utérin les unes aux autres et a la membrane du sous sol. L’expression de
cette derniére est respectivement directement et inversement liée a la p16 dans les CIN 11I. Ce
fait pourrait aider au diagnostic différentiel et pourrait &tre un bon marqueur en plus de la p16

pour détecter le risque de développement d’un carcinome cervical.

Pour finir, la derniére étude de Dimitriadi et al (2020) a révélé que les résultats statistiques
montrent que les valeurs du coefficient de variation de la p16 et du ki-67 dans le groupe CIN1
et CIN3 étaient significative mais acceptable et faible respectivement ce qui indique une
homogénéité des deux valeurs chez les patients .En paralléle , la variabilité de I'expression des
deux marqueurs dans le groupe CIN2 était plus de 2 fois supérieure au seuil de 33%, ce qui
indique une grande variation des données au sein du groupe étudié ce groupe est hétérogene.
Il est également évident que les données du groupe CIN2 aux points de valeurs minimales et
maximales se chevauchent avec les groupes voisins (CIN1 et CIN3). Plus les 2 bio-marqueurs
s’expriment simultanément dans les mémes cellules plus la probabilité de cellules
transformeées est élevée. Donc cette technique statistique proposeée pourrait étre un outil
efficace pour prédire le flux de CIN2.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le cancer du col de I'utérus constitue un veéritable probleme de santé publique, surtout
dans les pays en voie de développement ou il représente la cause majeure de déces chez la
femme. Pourtant, il est provoqué par une infection résultant d’un agent sexuellement transmis,
le virus du papillome humain (HPV), qui peut étre facilement évité en détectant et en traitant

les femmes atteintes de lésions précancéreuses du col provoquees par le HPV.

Notre recherche avait pour objectif d’élucider I’intérét des bio marqueurs p16 et ki-67 dans
les dysplasies cervico-utérine. Selon les résultats de plusieurs scientifiques, 1’expression de
ces bio marqueurs en plus qu’elle est positive elle semble évoluée et varie selon la gravité des
Iésions. Donc il existe bien une corrélation significativement positive entre ces deux

protéines et les dysplasies utérine.

En plus de ces deux biomarqueurs y’a d’autres molécules qui apparaissent dans les articles
consultés précédemment comme la géminine, cytokératine 7 et la E- cadérine. Elles
pourraient étre utilisées en plus de la coloration avec P16et Ki67 et avoir une aide précieuse

pour I’identification et I’interprétation de 1’histologie du cancer du col de I'utérus.

Malgré tous ces avantages de I’'immunomarquage, nous ne pouvons pas la considérer
comme une technique suffisante pour dépister les 1ésions précancéreuses de 1’utérus car ces
marqueurs ne sont pas spécifiques que pour les Iésions du col utérin, donc d’autres études plus
approfondies sont nécessaires, d’autres techniques peuvent avoir une meilleure sensibilité et

appréciation, par conséquent, en prévenir 1’évolution cancéreuse.
A la lumiére de notre travail de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

- la généralisation du FCU de dépistage et ’amélioration de la qualité de prélévement et de la

lecture de ces frottis
- la surveillance et le suivi des femmes présentant un FCV anormal.

-I’introduction de test de détection des HPV a haut risque dans de grand centre de santé

devrait permette une meilleure prévention du cancer du col de I'utérus.

- La combinaison du marquage de la géminie ou la cytokératine 7 ou la E-cadhérine avec
celui de la p16 et ki67 sur une population plus élargie pour préciser encore plus le degré des

CIN et améliorer le diagnostic.
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Figure 26 : Coupe cytologique de koilocytes. (Technique monocouch SurePath®x1000)
(Baldauf et al., 2013).

Figure 27 : Coupe histologique de néoplasie cervicale intra-épithéliale grade 1 (CIN1) avec
koilocytes. (Hématoxyline et éosine x 400) (Baldauf, J et al., 2013)

Figure 28 : Coupe cytologique d’une Iésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade.
(Technique monocouche SurePath® x 1000) (Baldauf,J et al., 2013).
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Figure 29: Coupe histologique d’une CIN2. Les couches basales anormales remontent
jusqu’a la moiti¢ de la hauteur de 1’épithélium et les couches superficielles contiennent des

koilocytes. (Hématoxyline et éosine x 200) (Bergeron, 2008).

Figure 30 : Coupe histologique de néoplasies intra-épithéliales de grade 3. (Hématoxyline et
éosine x400) (Baldauf, Jet al., 2013).

Figure 31 : Aspect histologique d’un Figure 32 : Coupe histologique d’un
carcinome cellulaire épidermoide invasif adénocarcinome invasif bien différencié
kératinisant bien différencié (x 10) (Sellors, (x 20) (Sellors, et al., 2004).

et al., 2004).
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Centre de dépistage des cancers génitaux
CLINIQUE HASSIBA BEN BOUALI CHU BLIDA

Fiche technique : FCU (BETHESDA 2001)

Date du prélévement :

Nom : prénom : Age:
Age du mariage : Durée de mariage : Gestite : Parité : DDR:
Polygamie : Non*r | oui*l | Durée de la ménopause :

Agedu 1 FCU: Motif du prélévement : DépistagD contrdle* l:l

Antécédents gynécologique/thérapeutique :

Chirurgie gynécologique*l | hormonothérapie*r |
Chimiothérapie* [ J Radiothérapie* [ J
Bain : oui* I lNon*I |Tabac : Non*r lOui actifi l Oui passif*D

Contraception : Orale* l___—l Mécanique'i:
Signes cliniques :Leucorrhées* [: Métrorragie*|:] douleurs pelviennes[:___]

Qualité du préléevement :

FCU interprétable :]; FCU intrérprétables mais limité par[:|

Résultat du FCU

Infection HPV* l | Autre infection J

nyme ] ASC
ASCUS‘[:___‘ e L5 ASCHR* :
LSILICIN1':| HfIL

CIN2* — ] CIs* S CIN3*

[ ] 1] [ ]
acer:[ | mst[ | nos*: [ |

NB :*=cocher.

Lecture le : Anatomopathologiste : CHU* l l privé* r J
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Tableau V : Le matériel utilisé pour les techniques cytologique et histologiques durant notre
pratique au sein du laboratoire

Techniques

Cytologique

Histologique

Matériel divers

Spatule d’Ayre , cytobrosse ou
écouvillon , Lames et Lamelles.

Table de macroscopie, cassettes,
couteau,régle,pince,bistouri,étiquettes.
Cassettes, Panier, Moules métalliques,
Reégle,Pince,Bistouri,Lames,Lamelles,
étiquettes,Bande de gaze, Stylo
hydrophobe, spéculum, flacons des
biopsies, pince a biopsie.

Produits et
colorants

Eau, alcool a différentes
concentrations, xyléne,

hématoxyline, EA50, OGS, eukitt.

Formol pur (36%) (Formaldéhyde),
eau, paraffine liquide (fondue), eau
distillée, éthanol, xyléne,
hématoxyline éosine (HE), acide
chlorhydrique, eau Ammoniacale,
résine (Eukitt), tampon de citrate a Ph
6.1, PBR, Wash buffer, DAB,
hématoxyline de Harris, Anticorps
monoclonal de souris anti-protéine
humaine Ki-67, Anticorps monoclonal
de souris anti-protéine humaine p16,
Anticorps secondaire conjugué, Acide
acetique a 3 ou 5 %, Lugol.eau
acidifiée .

Appareils

Microscope optique Zeiss
et Leica.

Automate a circulation ( Leica),
microtome, distributeur de paraffine,
étuve,Plague refroidissante,
Microtome, Microscope
optique,Plaque chauffante,Hotte
aspirante, Cocotte-minute, Colposcope

(Original, 2020)

A. Technique de prélevement d’un frottis cervico-vaginal (préléevement cytologique)

Le frottis cervico-vaginal consiste a prélever des cellules du col de I'utérus. Le

prélevement doit intéresser la jonction exocol-endocol. le matériel prélevé est ensuite étalé et

fixé sur une lame, coloré et examinée sous microscope (Figure 33).
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Figure 33 : Etalement des cellules sur lames (Original, 2020)

But: Analyser I’aspect des cellules de la muqueuse cervicale et déceler d’éventuelles
modifications qui peuvent étre signe de lésions précancéreuses, susceptibles d’évoluer en

cancer si elles ne sont pas traitées.

o Exposer et moucher le col a 1’aide d’une pince longuette avec coton hydrophile et
débarrasser le col de ses sécrétions physiologiques
o Prélever les cellules au niveau de la jonction entre la muqueuse de 1’endocol et celle de
I’exocol avec une spatule d’Ayre dont la forme permet de se déposer a la surface de
I’exocol et de pénétrer dans 1’endocol qu’elle balaye par un mouvement de rotation
o Effectuer un ramonage au niveau de I’endocol fait a 1’aide d’un écouvillon ou d’une
brosse.
o Etaler les préléevements sur une lame en verre dans un sens unique régulier avec une
bonne épaisseur et rapide pour prévenir le dessechement
e Fixer les prélevements immédiatement en les vaporisant avec un cyto-spray dans le but de
préserver la morphologie des cellules et éviter la dessiccation qui les déforme et modifie
leurs affinités tinctoriales.
e Transporter les lames dans une enveloppe en carton accompagnées de leurs fiches de
dépistage vers le service d’anatomopathologie du CHU de DOUERA.
e Enregistrer les prélevements dans le laboratoire d’anatomopathologie en leurs attribuant
un numéro d’identification unique qui sera retranscrit sur les lames.

e Colorer les lames par la méthode de Papanicolaou universelle (Tableau V1).
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Tableau VI : Protocole de la coloration cytologique de Pap

Etape Duréee
éthanol 2min
Rincage /
Hématoxyline de Harris (Pap 1) 4min
Rincage a I’eau /

éthanol

1 immersion - 2min

Coloration a I’Orange G-6

5min

Rincage a I’eau

/

éthanol 1 immersion - 2min
Coloration a ’EA50 7min
Rincage a I’eau /

Ethanol 1 immersion - 2min

Ethanol + xyléne (50%/50%)

1 immersion - 3min

B. Technique de prélevement d’une biopsie :

(Original,2020).

La biopsie du col de 'utérus consiste a prélever de petits échantillons de tissu anormal

afin de les examiner au microscope pour obtenir un diagnostic. Elles sont généralement

dirigées au colposcope et peuvent étre prélevées dans des régions du col de 1’utérus pour

lesquelles I’examen par inspection visuelle avec I’acide (IVA) s’avére positif ou qui

présentent des anomalies faisant suspecter 1’existence d’un cancer (Figure 34).

Figure 34 : Biopsie du col utérin (Original 2020)
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Insérer le spéculum dans le vagin de la patiente.

Examiner le col de I'utérus avec une loupe médicale grossissant fortement toutes les
différentes zones du col.

Révéler les lésions en appliquant deux colorants qui rendent opaques les zones

anormales alors que le reste du col est rose.

* Acide acétique a 3 ou 5 % : ’acide acétique permet de faire réagir les cellules
anormales  qui changent de couleur. Il les colore en blanc (coagulation des protéines). Il
s’agit d’une étape essentielle pour explorer la limite interne de la Iésion et la jonction

endocol-exocol (Figure 35).

* Lugol : (test de Schiller) : le lugol se fixe sur le revétement normal de I'exocol
porteur de glycogéne, cette fixation colore I'exocol en couleur brunatre, sauf les Iésions du
revétement de I'exocol qui sont dépourvues de glycogene et qui ne prennent pas cette

coloration (test négatif) (Figure 36).

« Prélever les fragments en plein centre des Iésions opaques visualisées soit au niveau

de I’endocol , de I’exocol ou dans la zone de jonction .

» Fixer les prélevements dans des flacons de biopsies contenant du formol a 10% et les

transporter dans le laboratoire d’anatomie pathologie pour un examen histologique.

.‘/ "
Figure 35 : Col positif a I’acide Figure 36: Col positif au soluté de
acetique (Sankaranarayanan R, et lugol (Sankaranarayanan R, et all.,

all., 2004) 2004)
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Tableau V11 : Différentes étapes de la circulation

Etapes Bain Temps necessaire
Déshydratation 1°" éthanol (70°) 2h
Débarrasser le tissu de I'eau qu'il | 2éme éthanol (95°) 2h
contient en utilisant 1’éthanol 3éme éthanol (100°) 2h
Eclaircissement (transparence)
le remplacement de I'éthanol 1°" xylene 2h
présent dans les tissus par un
solvant de la paraffine qui est le | 2éme xylene 2h
xylene (agent moins toxique que le
toluéne et miscible a la paraffine et | 3¢éme xyléne 2h
I’agent déshydratant)
Imprégnation 1ére paraffine 1h
le remplacement du xyléne présent | 2éme paraffine 1h
dans les cellules par la paraffine | 3éme paraffine 1h
liquide & 60°
(Original, 2020).
Tableau V111 : les étapes de coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine
Etapes Temps nécessaire et But
nombre d’immersion
Hématoxyline de Harris 54 10min Coloration du noyau
Ringage a I’eau / Enlever I'excés d'hématoxyline
Eau acidifiée 2 immersions la différenciation entre le noyau
et le cytoplasme
Ringage a I’eau /
Eau ammoniacale 2 immersions Bleuissement du noyau
Ringage a I’eau / Eliminer ’exces des substances
précédentes
Eosine 436 min Coloration du cytoplasme en rose
Rincage a I’eau / Eliminer I’exces d’éosine
Ethanol 3 bains 80°C- 95°C - | Pour déshydrater le tissu
100°C (5min chacun)
Xyléne 1 immersion 5min Eclaircissement du tissu

(Original, 2020)
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Figure 37 : Bloc avant et aprés Figure 38 : Confection des coupes

lainclusion (ASloune et bouakaZ : hiStOIOgiqueS é, l’aide du l’niCI‘Otome
2017) (Asloune et bouakaz ; 2017)

|

\‘

Figure 39: Etapes de coloration a Figure 40 : Montage des échantillons entre
I’hématoxyline et a 1’éosine (Julie lame et lamelle ( Asloune et bouakaz ; 2017 )
Hinsinger ; 2019)



ANNEXES 2
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Figure 41: Résumé des étapes de la technique usuelle d’anatomopathologie (Original, 2020)

Rincage a l'eau : Dé

Ajout 200ul de

Ajout 200ul de )
Iac ,’ Addition
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conjugué primaire\as
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Ajout ——~
200ULd'un / e

£y
%5’ révélateur DAB t
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Figure 42 : Résumé de principe de la technique immunohistochimie indirect (Original, 2020)




