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Introduction

Les rétinoides, dérivant de la vitamine A, jouent d’importants roles dans |I'apoptose, la
prolifération et la différenciation cellulaire. Leur signal est relayé au niveau nucléaire par les
récepteurs aux rétinoides acides et aux rétinoides X. Les thérapeutiques a base de rétinoides sont
utilisées dans certains cancers, comme la leucémie myéloide aigué ou le neuroblastome, et
pourraient s’étendre a d’autres indications, thérapeutiques ou préventives. L'expression de ces
récepteurs est néanmoins anormale dans certains cancers, suggérant leur implication dans la
cancérogénese, et pouvant ainsi limiter I'action des rétinoides naturels ou de synthese. Les
mécanismes de dérégulation des récepteurs aux rétinoides sont peu connus. A partir de tissus
tumoraux thyroidiens, incluant des adénomes vésiculaires et différents types de carcinomes de
souche vésiculaire, nous étudierons le profil d’expression immunohistochimique de 4 récepteurs aux
rétinoides : RARa, RARB, RXRa et RXRB. Nous étudierons également le principal mécanisme connu de
dérégulation épigénétique de I'un de ces récepteurs, la méthylation du promoteur de RARS2, en
utilisant deux techniques différentes : la MS-PCR (methylation specific polymerase chain reaction) et
le pyroséquencage. Enfin, nous nous intéresserons a la mutation T1799A (V600E) du gene BRAF, afin
de rechercher une éventuelle association de cette mutation avec les anomalies des récepteurs aux

rétinoides, comme le suggérent certaines données de la littérature.
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I. Notions anatomo-cliniques et biologiques

1. Anatomie et histologie normales de la glande thyroide

La glande thyroide est une glande endocrine siégeant dans le cou, en avant de la partie
antérieure de la trachée. Elle est constituée de deux lobes latéraux et d’une partie centrale, I'isthme

thyroidien.

Les unités fonctionnelles de la glande thyroide sont les vésicules thyroidiennes (ou follicules
thyroidiens), structures sphériques bordées par un épithélium cubique ou cylindrique simple
(thyréocytes), responsable de la synthese des hormones iodées T3 et T4, et contenant un matériel
colloide homogene, constitué de thyroglobuline, correspondant a la forme de stockage des
hormones avant leur sécrétion. La thyroide est entourée par une capsule fibreuse a partir de laquelle
de fins septa collagenes s’enfoncent vers l'intérieur de la glande, délimitant des lobules. Ces septa

sont le support d’un riche réseau vasculaire sanguin, de lymphatiques et de nerfs.

Il existe dans la thyroide un second type cellulaire sécrétoire, les cellules C, sous forme de
cellules dispersées parmi les cellules vésiculaires, disposées contre les membranes basales des
vésicules. Chez ’lhomme, ces cellules sont a I’état normal difficiles a reconnaitre, et sont constituées
d’un cytoplasme clair granuleux. Les cellules C synthétisent et sécrétent la calcitonine en réponse
directe a une augmentation du taux de calcium circulant. Elles s’observent principalement au niveau

du tiers moyen des lobes latéraux de la thyroide.

2. Le cancer de la thyroide
2.1 Epidémiologie

Le cancer de la thyroide représente en France 2,1% de I’'ensemble des cancers incidents, et se

situe au 19éme rang chez I’'homme et au 5éme rang chez la femme [1].

Il s’agit le plus souvent de tumeurs épithéliales, la grande majorité étant représentée par les
carcinomes de souche vésiculaire (papillaire, vésiculaire, peu différencié et
indifférencié/anaplasique), loin devant les carcinomes dérivant des cellules C (carcinome médullaire).
Les lymphomes primitifs de la thyroide sont rares, et les autres tumeurs malignes, comme les

sarcomes, sont exceptionnelles [2].

L'incidence varie selon les régions du monde, s’étendant de 0,8 a 5 cas pour 100000
habitants par an chez I'homme, et de 1,9 a 19,4 chez la femme [2]. L'incidence est relativement

élevée en France. En effet, les projections de I'incidence standardisée du cancer de la thyroide en
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2008 sont de 5 cas pour 100000 chez ’lhomme, et de 15,2 chez la femme, le sex-ratio homme/femme
étant de 0,3 [1]. Le carcinome papillaire représente 72,9% des cas incidents, le carcinome vésiculaire
13,8%, le carcinome indifférencié/anaplasique 3,2%, le carcinome médullaire 8,3% et les autres types

de cancer 1,8% [3].

L'incidence est en constante augmentation, aussi bien chez les hommes que chez les femmes
avec un taux d’évolution du taux d’incidence standardisé de I'ordre de 6% par an entre 1980 et 2005
[4]. L'évolution de la mortalité varie en sens inverse de celle de I'incidence, avec une diminution de
'ordre de 1,8% chez les hommes et de 3,1% chez les femmes entre 1980 et 2005 [4]. Cette
augmentation d’incidence concerne les types papillaires, et plus particulierement, mais pas
exclusivement, les microcarcinomes. L’augmentation observée des taux d’incidence des cancers
thyroidiens est retrouvée dans la plupart des pays développés. Les techniques diagnostiques, ainsi
que la réalisation plus fréquente de thyroidectomie totale pour pathologie bénigne amenent a la
découverte fortuite de cancers et jouent vraisemblablement un réle important dans I'augmentation
constatée [5]. L'accident de Tchernobyl ne semble pas avoir eu d’'impact sur I'incidence en France [5].
La diminution de la mortalité peut s’expliquer d’une part par les progres thérapeutiques, et d’autre
part par la baisse de I'incidence des cancers indifférenciés/anaplasiques, de trés mauvais pronostic
[4], alors que les carcinomes papillaires, et plus particulierement les microcarcinomes, sont de tres

bon pronostic.

Les cancers de la thyroide surviennent essentiellement chez I'adulte jeune ou d’age moyen.
Le carcinome papillaire est diagnostiqué en moyenne vers 45-50 ans, le carcinome vésiculaire vers
50-60 ans, et le carcinome peu différencié ou le carcinome indifférencié/anaplasique aprés 60 ans
[2]. l'incidence est tres faible chez les enfants, le taux moyen d’incidence sur la période 1978 - 2001,

pour les moins de 15 ans, étant compris entre 0,5 et 2 par million [5].

2.2 Facteurs de risque

Le principal facteur de risque reconnu est I'exposition a des radiations ionisantes, d’origine
environnementale, comme par exemple a la suite de la catastrophe de Tchernobyl en Europe de
I'Est, ou de l'explosion de la bombe atomique au Japon, ou d’origine iatrogéne (traitement

locorégional par radiothérapie) [2].

Le risque de cancer thyroidien est également augmenté en cas de carence en iode, et

d’antécédents de thyroidite lymphocytaire [2].

Les carcinomes médullaires de la thyroide surviennent souvent dans un contexte de

susceptibilité génétique familiale, pouvant s’intégrer dans des syndromes spécifiques tels que la
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néoplasie endocrinienne multiple de type Il. La plupart des formes familiales de carcinome
médullaire sont liés a une mutation de I'oncogene RET. Le risque est également plus élevé en cas
d’antécédent familial de carcinome papillaire [2]. Enfin, une augmentation du risque de carcinome

thyroidien est constatée dans le syndrome de Cowden et la polypose adénomateuse familiale [2].

2.3 Démarche diagnostique devant un nodule thyroidien

La prévalence des nodules thyroidiens est élevée, la fréquence des nodules palpables dans la
population générale étant de 3 a 7% [6, 7], et de nodules de découverte échographique de 20 a 76%
[8, 9]. Les causes de nodule thyroidien sont multiples et le plus souvent bénignes (tableau 1). En
effet, toutes tailles confondues, la probabilité qu’un nodule soit un cancer thyroidien serait d’environ

5% [9-11].

Causes bénignes
- Nodules colloides et adénomes vésiculaires
- Thyroidite de Hashimoto
- Kyste simple ou hémorragique

- Thyroidite subaigué

Causes malignes
- Carcinome de souche vésiculaire
- Carcinome médullaire de la thyroide
- Lymphome thyroidien

- Métastase

Tableau 1. Principales causes de nodule thyroidien [12].

La découverte d’un nodule thyroidien impose la réalisation d’un bilan clinique, biologique et
d’imagerie. Il n’y a pas de consensus quant a la nécessité d’explorer des nodules thyroidiens

infracentimétriques de découverte fortuite [13].
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Sur le plan biologique, le dosage sanguin de la TSH doit étre systématique. Le caractere
systématique du dosage de la calcitonine reste discuté, mais il est indispensable en cas
d’antécédents personnels ou familiaux de néoplasie endocrinienne multiple ou de carcinome

médullaire de la thyroide [13].

En dehors de situations cliniques particulieres, plusieurs stratégies diagnostiques ont été
proposées en 1995 par I'Agence Nationale pour le Développement de I'Evaluation Médiacale,
reposant en premiére intention sur I'échographie, la scintigraphie ou la cytoponction thyroidienne
[13]. Au vu des données publiées, Guevara et al. [14] recommandent que la stratégie diagnostique

repose en premiere intention sur la réalisation de I’échographie haute résolution et la cytoponction.

Les principaux criteres échographiques prédictifs de malignité sont: lirrégularité des
contours ou des limites floues, le caractere solide du nodule, I'aspect hypoéchogene, I'absence de
halo péri-nodulaire, les microcalcifications, un nodule plus haut que large, la vascularisation intra-
nodulaire [14]. La scintigraphie a I'iode 123 pourrait étre utile en présence d’un nodule avec une
cytoponction indéterminée et une TSH basse (TSH inférieure a 0,45 pUl/mL), I'absence de fixation

étant en faveur de la bénignité [14].

Le test de référence reste pour le moment la cytoponction, pour laquelle de nombreuses
études a haut niveau de preuve ont été publiées. La cytoponction ne serait cependant pas indiquée

dans les cas suivants, la chirurgie pouvant alors étre proposée en premiere intention :

- points d’appel cliniques évocateurs de cancer: présence d’'une adénopathie suspecte,
paralysie récurentielle, envahissement d’un organe de voisinage, induration du nodule ;

- critéres échographiques prédictifs de malignité ;

- difficultés de réalisation de la cytoponction (nodules nombreux, nodule endothoracique)

[14].

La prise en charge chirurgicale pourra s’accompagner éventuellement d'un examen
extemporané afin d’adapter le geste chirurgical (lobo-isthmectomie, suivie en cas de pathologie
maligne d’une thyroidectomie totale voire d’un curage ganglionnaire). Si les examens réalisés sont en

faveur de la nature bénigne du nodule, la conduite a tenir reposera sur la surveillance simple.
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2.4 Classification anatomo-pathologique des carcinomes de la thyroide (OMS 2004)
Les carcinomes de souche vésiculaire
Le carcinome papillaire

Macroscopiquement, le carcinome papillaire se présente classiguement comme une masse
ferme, de couleur grisatre ou blanchatre, de bords irréguliers, comportant parfois des calcifications
[15]. Il peut s’agir fréquemment de tumeurs multifocales. La taille varie de moins d’un millimétre a
plusieurs centimeétres, la tumeur étant ainsi, selon sa taille, découverte fortuitement sur piece

opératoire ou révélée par I'apparition d’'un nodule palpable plus ou moins compressif.

Le diagnostic cytologique, par ponction a 'aiguille fine, repose sur la mise en évidence de
fragments papillaires ou d’amas tridimensionnels constitués de cellules de forme variable, cubique,
cylindrique ou fusiforme, dont les noyaux sont de taille augmentée, irréguliers, contenant une
chromatine poussiéreuse ou grumeleuse, et un petit nucléole souvent disposé a proximité de la
membrane nucléaire, avec des incisures ou des pseudoinclusions [15]. Il peut s’y associer des cellules

géantes et des calcosphérites.

Figure 1. Carcinome papillaire. Lésion d’architecture papillaire, dont les cellules tumorales
présentent les criteres nucléaires caractéristiques du diagnostic : noyaux de taille augmentée,
ovalaires, se chevauchant, d’aspect clarifié et contenant des incisures (HES, x400).
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Histologiquement, le diagnostic de carcinome papillaire repose sur des critéres nucléaires
caractéristiques, les noyaux étant de taille augmentée, de forme ovalaire, se chevauchant, d’aspect
clarifié et contenant des incisures et des pseudoinclusions [15] (figure 1). Des calcifications a type de
psammomes sont classiquement présentes. L’architecture est variable, la tumeur étant constituée
de papilles, mais également fréquemment de vésicules de taille variable. L’architecture peut
également étre kystique, solide ou trabéculaire, dans tous les cas ce sont les critéres nucléaires qui
permettront de faire le diagnostic de carcinome papillaire. De multiples variantes de carcinome
papillaire sont décrites : forme vésiculaire ou macrovésiculaire, oncocytaire, a cellules claires, a

cellules hautes, sclérosante diffuse, solide et cribriforme.

L'immunohistochimie n’est en principe pas utile pour porter le diagnostic de carcinome
papillaire. Comme pour tous les carcinomes de souche vésiculaire, les cellules tumorales expriment

les cytokératines, la thyroglobuline et TTF-1 (thyroid transcription factor-1). La recherche d’une

expression de la thyroglobuline et de TTF-1 est particulierement utile dans les formes métastatiques,
en particulier pour différencier une métastase d’'un carcinome papillaire d’un adénocarcinome
broncho-pulmonaire (thyroglobuline-, TTF-1 +) ou d’autre origine (thyroglobuline-, TTF-1 -). D’autres
marqueurs comme la galectine 3, CK19, HBME-1 ou RET ont été proposés pour porter le diagnostic

de carcinome papillaire, mais leur utilité reste controversée [15].

Le carcinome vésiculaire

Le carcinome vésiculaire se présente généralement comme une lésion arrondie mesurant
plus d’'un centimetre, cernée par une capsule épaisse et irréguliere, avec une surface de section

bombante, de couleur grise ou brunatre [16].

L'examen cytologique retrouve des cellules agencées en microvésicules, sur un fond pauvre
en colloide. La présence d’atypie nucléaire n’est pas spécifique, et ne permet pas de différencier un
carcinome vésiculaire d’'un adénome. Le diagnostic de malignité n’est donc pas possible sur I’analyse

cytologique seule, et repose sur I’examen histologique [16].

Histologiquement, le carcinome vésiculaire se présente comme une tumeur invasive sans
critere nucléaire de carcinome papillaire, dont le diagnostic peut étre particulierement difficile.
L'architecture tumorale est variable, consistant en des vésicules plus ou moins bien formées, plus
rarement formant des travées, voire des massifs cribriformes. La coexistence de plusieurs types
architecturaux est habituelle. Le diagnostic de malignité repose sur des critéres d’invasion tumorale.
L'invasion capsulaire se définit comme la pénétration de la tumeur a travers la capsule, réalisant

I'aspect classique « en bouton de chemise ». Ce critére peut nécessiter la réalisation de multiples
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coupes sériées. L'invasion vasculaire correspond a la présence de cellules tumorales intravasculaires
(figure 2), recouvertes par un endothélium ou associées a des phénomenes thrombotiques. Le terme
de carcinome vésiculaire a invasion minime est utilisé pour les tumeurs ne comportant qu’une
invasion capsulaire et/ou vasculaire focale. Deux variantes sont reconnues : oncocytaire et a cellules

claires.

Figure 2. Carcinome vésiculaire. Présence d’une invasion vasculaire (en bas), permettant de
confirmer le diagnostic de malignité (HES, x200).

Comme pour le carcinome papillaire, 'immunohistochimie n’est pas utile au diagnostic. Les
cellules tumorales expriment les cytokératines de bas poids moléculaire, la thyroglobuline et TTF-1

[16].

Le carcinome peu différencié

Le carcinome peu différencié est rare, et connu sous diverses autres appellations : carcinome
trabéculaire, carcinome insulaire, carcinome peu différencié avec composante a cellules

primordiales.

La plupart des tumeurs mesurent au diagnostic plus de 3 cm de diameétre. Il s’agit

classiquement d’une lésion solide blanc-grise, fréquemment nécrotique, refoulant ou infiltrant les
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structures adjacentes, rarement cernée par une épaisse capsule. Des nodules satellites sont souvent
présents [17].

L'examen cytologique met en évidence des cellules de taille petite a moyenne, peu
cohésives, s’associant a quelques microvésicules avec peu de colloide. Les noyaux sont
monomorphes, a chromatine fine, et pourvus de petits nucléoles. Le diagnostic de carcinome peu

différencié ne peut néanmoins étre porté qu’au terme de I'analyse histologique.

L'aspect histologique du carcinome peu différencié de la thyroide est variable, trois types
histologiques étant reconnus : insulaire, trabéculaire et solide. Le type insulaire est défini par la
présence d’ilots biens limités de cellules tumorales, entourés par de fins septa fibro-vasculaires, avec
de fréquentes fentes de rétraction artéfactuelles. Les flots cellulaires sont préférentiellement solides,
mais peuvent contenir quelques vésicules. L'architecture trabéculaire se caractérise par une
disposition des cellules tumorales en cordons ou en rubans. Le type solide est constitué de vastes
plages de cellules tumorales pouvant contenir des ébauches de vésicules ou des gouttelettes de
colloide [17]. Les cellules tumorales sont généralement de petite taille et monomorphes, contenant
un noyau arrondi ou de contours convolutés, hyperchromatique ou vésiculeux, au nucléole indistinct.
D’apres le consensus de Turin, les critéres suivants doivent étre présents pour porter le diagnostic de

carcinome peu différencié [18] :

e Présence d’une architecture solide, trabéculaire ou insulaire
e Absence de critere nucléaire de carcinome papillaire
e Présence d’au moins une des caractéristiques suivantes: noyau convoluté; activité

mitotique = 3 mitoses pour 10 champs au fort grossissement ; nécrose tumorale.

L’étude immunohistochimique retrouve une expression de TTF-1 et de la thyroglobuline,
I’expression de cette derniere pouvant étre limitée a des cellules isolées ou aux ébauches vésiculaires
[17]. Un signal nucléaire focal pour p53 et une perte d’expression de la E-cadhérine sont également

décrits [19, 20].

La présence d’un contingent peu différencié de plus de 10% au sein d’un carcinome

thyroidien bien différencié serait un facteur de mauvais pronostic [21].

Le carcinome indifférencié/anaplasique

Le carcinome indifférencié ou anaplasique de la thyroide se présente généralement comme
une masse trés invasive, infiltrant la plupart du parenchyme thyroidien et les tissus adjacents, avec

des zones nécrotiques et hémorragiques.
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La cytologie sur liquide d’aspiration est richement cellulaire. Les cellules sont pléomorphes,
isolées ou regroupées en amas, et peuvent prendre des aspects fusiformes, épidermoides ou a
cellules géantes. Les noyaux sont tres atypiques, de forme bizarre, parfois multiples, contenant une
chromatine hétérogéne et un ou plusieurs volumineux nucléoles. Les mitoses peuvent étre

nombreuses. Le fond contient des débris nécrotiques avec des polynucléaires neutrophiles [22].

Sur le plan histologique, le carcinome indifférencié (anaplasique) est constitué de cellules
fusiformes, de cellules géantes pléomorphes ou épithéloides, voire épidermoide, en proportion trés
variable (figure 3). La présence de cellules géantes de type ostéoclastique est fréquente. Une nécrose
extensive et une infiltration des structures vasculaires sont souvent présentes. Les tumeurs prennent

fréquemment un aspect sarcomatoide, lorsque la composante a cellules fusiformes domine.

Figure 3. Carcinome indifférencié/anaplasique. Cellules tumorales pléomorphes, aux noyaux

volumineux et trés atypiques (HES, x200).

L'immunohistochimie peut étre utile pour distinguer le carcinome thyroidien indifférencié
d’une autre tumeur d’aspect morphologique proche, comme le rhabdomyosarcome (expression de la
desmine et de la myogénine), le léiomyosarcome (actine musculaire lisse et desmine),
I’angiosarcome (CD31 et CD34), le mélanome (PS100, HMB-45 et Melan A), voire le lymphome a
grandes cellules (CD45). Dans le carcinome peu différencié (anaplasique), on observe une expression

des cytokératines AE1-AE3 dans environ 80% des cas [23, 24], de 'EMA dans 30 a 50% des cas [25] et
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de I'antigene carcino-embryonnaire (ACE) dans moins de 10% [23, 26]. Le signal pour p53 est
typiquement fortement positif [20]. La thyroglobuline et le TTF-1 ne sont le plus souvent pas

exprimés [22].

Le carcinome médullaire

Le carcinome médullaire de la thyroide présente une différenciation a cellules C. Dans 25%
des cas, il s’agit d’'une pathologie héréditaire liée a une perte de fonction du proto-oncogéne RET,
pouvant s’intégrer dans le cadre d’une néoplasie endocrinienne multiple de type 2. Sur le plan

biologique, le carcinome médullaire s’accompagne d’une élévation du taux sérique de calcitonine.

Macroscopiquement, il s’agit d’'une tumeur ferme, blanc-gris ou beige, bien limitée mais non
encapsulée [27]. Dans les formes familiales, on retrouve fréquemment des lésions multiples et

bilatérales. Typiquement, la tumeur se développe a la jonction des tiers supérieur et moyen.

Cytologiquement, les prélevements sont richement cellulaires et constitués de cellules peu
ou non cohésives. Les cellules tumorales sont de forme variable, polygonale, bipolaire ou fusiforme.
Les noyaux sont modérément pléomorphes, hyperchromatiques, a chromatine grossiere, plus ou
moins excentrés au sein de cytoplasmes granuleux [27]. Il peut s’y associer des dép6ts de substance
amyloide, de couleur verte sur les préparations de type Papanicolaou, et biréfringents en lumiere

polarisée sur les colorations au rouge Congo [27].

L’aspect histologique est variable, la Iésion étant constituée de massifs, de nids ou de travées
de cellules tumorales arrondies, polygonales ou fusiformes, séparés par un tissu conjonctif fibro-
vasculaire plus ou moins abondant. Les cellules tumorales contiennent un noyau ovalaire, plus ou
moins régulier, a chromatine grossiere, avec un petit nucléole. Les mitoses sont généralement peu
nombreuses. Le cytoplasme est granuleux, pale ou éosinophile, de contours mal limités. Des cellules
sustentaculaires peuvent étre retrouvées. Des dépobts de substance amyloides sont identifiés dans

80% des cas [27].

Dans la grande majorité des cas les cellules tumorales expriment la calcitonine et des
marqueurs neuro-endocrines variés, comme la chromogranine A et la synaptophysine. D’autres
marqueurs sont également fréquemment exprimés: le TTF-1, les cytokératines de bas poids

moléculaire et I'ACE [27, 28].

Des formes mixtes de carcinome médullaire et de carcinome de souche vésiculaire ont par

ailleurs été décrites [29].
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Autres

Les autres carcinomes thyroidiens sont tres rares. Les entités décrites dans la classification de
I’'OMS sont les suivantes :
e Le carcinome épidermoide, pour lequel il faut éliminer une extension de contiguité ou
une métastase [30]
e Le carcinome muco-épidermoide [31]
e Le carcinome muco-épidermoide sclérosant avec éosinophilie [32]
e Le carcinome mucineux [33]
e Latumeur a cellules fusiformes avec différenciation pseudo-thymique [34]

e Le carcinome a différenciation pseudo-thymique [35].

La thyroide peut également étre le siege de métastases d’autres tumeurs, les plus fréquentes
étant dans les séries cliniques ou autopsiques d’origine rénale, pulmonaire, utérine ou mammaire

[36, 37].

2.5 Oncogeneése des carcinomes thyroidiens de souche vésiculaire

Diverses altérations génétiques somatiques ont été décrites dans la cancérogénése
thyroidienne. Nous nous intéresserons ici aux principales altérations rencontrées dans les carcinomes

de souche vésiculaire.

Carcinome papillaire
Réarrangements RET/PTC

Les réarrangements chromosomiques des genes codant pour les récepteurs a tyrosine-kinase
RET et TRK sont les altérations génétiques structurales les plus fréquentes dans le carcinome
papillaire. Le réarrangement du géne RET, appelé RET/PTC, est retrouvé avec une grande variabilité
selon les études et les régions géographiques (0-80%) [15]. Le taux moyen de réarrangements
RET/PTC est de 20 a 30% chez I'adulte [38, 39]. Il atteint 45 a 60% chez I'enfant et I'adulte jeune, et
50 a 80% en cas d’irradiation thérapeutique ou accidentelle [40, 41]. Il existe plusieurs types de
réarrangements RET/PTC, tous par fusion du domaine tyrosine-kinase de RET en 10ql11.2 avec
I’'extrémité terminale de séquences de différents genes localisés sur 10q ou d’autres chromosomes
[15]. Le réarrangement le plus fréquent est RET/PTC1 [42], suivi par RET/PTC3 [43]. Tous les
réarrangements RET/PTC ont en commun le remplacement du domaine extracellulaire de fixation du

ligand de RET par des genes de fusion de RET. Cela entraine, par dimérisation, une activation ligand
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indépendante de la kinase RET, et ainsi une expansion clonale et une transformation néoplasique des
cellules vésiculaires [44, 45]. Ces genes de fusion peuvent avoir un impact sur le phénotype tumoral :
RET/PTC1 est plus commun dans les microcarcinomes papillaires et les tumeurs d’architecture
papillaire classique, alors que RET/PTC3 prédomine dans les variantes solides ou a cellules hautes

[46, 47).

Réarrangements de TRK

Des réarrangements chromosomiques impliquant le géne TRK sont retrouvés dans environ
10% des carcinomes papillaires [38, 48], et pourraient constituer un facteur de mauvais pronostic
[48]. llIs résultent de la fusion du domaine tyrosine kinase de TRK en 1922 avec la séquence 5’-
terminale du gene de la tropomyosine (TPM3) ou de TPR également localisé en 1q [49, 50], ou avec le
géne TFG situé sur le chromosome 3 [51]. Tous les types de réarrangements surviennent avec
environ la méme fréquence [38], a I'exception de TRK-TPM3 qui serait plus fréquent en cas de

carcinome papillaire associé aux radiations [52].

Mutations de RAS

Des mutations ponctuelles activatrices de I'un des trois proto-oncogenes RAS surviennent
dans moins de 10% des carcinomes papillaires, touchant le plus souvent le codon 61 de N-Ras [53,

54], et sont considérées comme un facteur de mauvais pronostic [55].

Mutation de BRAF

BRAF est une sérine-thréonine kinase impliquée dans la voie MAPK (mitogen-activated
protein kinase). Une mutation activatrice de BRAF est présente dans une grande proportion de
carcinomes papillaires. La quasi-totalité des mutations de BRAF dans les cancers thyroidiens consiste
en une mutation ponctuelle du géne BRAF au niveau du nucléotide 1799 par transversion thymine-
adénine (T1799A, anciennement T1796A, par oubli d’'un codon lors du séquengage initial ; nouvelle
nomenclature : c.1799T>A), entrainant une substitution valine-glutamate en position 600 (V600E,
anciennement V599E ; nouvelle nomenclature: p.Val600Glu). La mutation T1799A est mise en
évidence dans 29 a 70% des carcinomes papillaires [15, 56-60], 13% des carcinomes peu différenciés
et environ 10 a 20% des carcinomes indifférenciés/anaplasiques [57, 61]. Dans ces derniers cas, il

pourrait s’agir de formes dédifférenciées de carcinomes papillaires [57, 62].
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Les mutations de BRAF ou RAS seraient mutuellement exclusives, ces génes encodant pour
des protéines agissant sur la méme voie de signalisation, aboutissant a I'activation de la cascade
MAPK [15]. La mutation de BRAF est associée dans 32% des cas a une méthylation aberrante du gene
hMLH1, impliqué dans la réparation de 'ADN [63]. 38% des tumeurs mutées pour BRAF comportent
également des réarrangements RET/PTC, suggérant que ces deux altérations pourraient coopérer

dans la cancérogéneése thyroidienne [64].

Plusieurs études ont démontré que la mutation de BRAF était un facteur indépendant de
mauvais pronostic dans les carcinomes papillaires [60, 65]. La recherche de cette mutation pourrait
par ailleurs, dans les cas difficiles, constituer une aide diagnostique précieuse, du fait de sa tres
bonne spécificité : la présence de cette mutation permet d’affirmer le diagnostic de carcinome

papillaire (son absence n’excluant par contre pas le diagnostic).

Béta-caténine

Dans les variantes cribriformes de carcinome papillaire associé a la polypose adénomateuse
familiale, de fréquentes mutations somatiques du gene CTNNB1 encodant pour la béta-caténine ont

été mises en évidence [66], et dans de rares cas des mutations somatiques d’APC [67].

Carcinome vésiculaire
Déséquilibres chromosomiques

Les études cytogénétiques ont mis en évidence dans le carcinome vésiculaire des
déséquilibres impliquant les chromosomes 2 [68], 3p [69], 6 [70], 7q [71], 8 [70], 9 [72], 10q, 11 [71],
17p [69] et 22 [73], dans les formes conventionnelles comme dans les variantes oncocytaires. Les
tumeurs oncocytaires comportent par ailleurs fréquemment des déséquilibres de I’ADN par des

altérations chromosomiques numériques [74].

Des mutations somatiques et des variations de séquence de 'ADN mitochondrial ont été
identifiées dans des carcinomes vésiculaires oncocytaires [75, 76]. Des changements similaires sont
également présents dans le tissu tumoral de patients atteints de tumeur oncocytaire, suggérant que

certains polymorphismes prédisposent a ces altérations [75].
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Réarrangements de PPARy

PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) appartient a la superfamille des
récepteurs hormonaux nucléaires, et PAX8 (paired box 8) est un facteur de transcription essentiel au
développement des thyréocytes et a la régulation de |'expression des génes thyroidiens. Des
réarrangements des genes de PPARy sont retrouvés dans 25 a 50% des carcinomes vésiculaires [77-
79], entrainant la production de protéines de fusion variées, la plus fréquente d’entre elles,
PAX8/PPARy, pouvant déréguler la transcription ligand-dépendante induite par PPARy [79], inhibant
I'apoptose, et promouvant et la croissance indépendante des cellules vésiculaires [80]. Des
réarrangements de PPARy sont retrouvés plus fréquemment dans les carcinomes vésiculaires peu
avancés pour lesquels on identifie des invasions vasculaires [78, 81], et dans certains carcinomes
localement agressifs et métastatiques [77, 82]. Ces réarrangements sont rares dans les adénomes
thyroidiens [78], et leur recherche pourrait étre utile au diagnostic différentiel entre carcinome

vésiculaire et adénome [83].

Mutations ponctuelles

Des mutations de RAS sont retrouvées dans 20 a 50% des carcinomes vésiculaires [84, 85], les

mutations activatrices du codon 61 de N-RAS et H-RAS étant les plus fréquentes.

Les mutations de RAS et les réarrangements de PPARy seraient des voies indépendantes dans
la cancérogénese des carcinomes vésiculaires [16]. La mutation et la régulation négative de TP53
[86], PTEN [87] et de la béta-caténine [88] pourraient faciliter la progression des formes bien

différenciées vers les formes peu différenciées ou anaplasiques.

Carcinome peu différencié

Des altérations clonales complexes sont fréquemment mises en évidence dans les rares cas
de carcinome peu différencié analysés en cytogénétique conventionnelle. La proportion de profils
d’ADN déséquilibrés détectés par CGH (hybridation génomique comparative) atteint 80%, avec un
nombre médian de perte ou de gains chromosomiques de 5,5 par cas, situé a mi-chemin entre celui
observé dans les carcinomes bien différenciés (1 par cas) et les carcinomes indifférenciés (10 par cas)
[89]. Des altérations chromosomiques spécifiques ont été mises en évidences dans la transition des
formes bien différenciées vers les formes peu différenciées [89]. Ces altérations sont communes aux
carcinomes peu différenciées et indifférenciés, mais des altérations additionnelles spécifiques ont

été observées dans ces derniers [89].
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Les carcinomes peu différenciés présentent des altérations génétiques intermédiaires entre
les formes bien différenciées et indifférenciées. L'analyse des exons 5-9 de TP53 retrouve des
mutations dans 20 a 30% des carcinomes peu différenciés [86, 90], avec une bonne corrélation a
I’expression immunohistochimique de p53. Une expression aberrante de p53 est en effet retrouvée
dans 40 a 50% des cas [20, 91]. Des mutations activatrices de H-, K- ou N-Ras sont présentes dans
50% des carcinomes peu différenciés, avec un haut degré d’hétérogénéité [92]. Une dérégulation de
la voie WNT a également été décrite, mise en évidence par la recherche de mutations et/ou par une
expression nucléaire aberrante de la béta-caténine [88]. Enfin, un faible de nombre de carcinomes
peu différenciés comporte des réarrangements de génes de la tyrosine kinase, comme RET/PTC ou

NTRK1 [38, 93].

Carcinome indifférencié/anaplasique

Des altérations chromosomiques complexes ont été mises en évidence dans les carcinomes
indifférenciés, les études par CGH retrouvant des déséquilibres dans des loci nombreux et variés [89].
Le nombre médian de pertes ou de gains chromosomiques est en effet de 10 par cas [89]. Des pertes
alleliques ont été décrites en 1p, 5, 8, 9p, 11, 17p, 19p, 22q, 16p et 18q [89, 94-97]. Des gains ou des
pertes spécifiques telles que 3p13-14+, 5q11-31-, 11g13+, ou des pertes et des gains en 8p et 8q,
pourraient étre associés a la progression des formes peu différenciées vers les formes indifférenciées
[94-97]. Des études portant sur des cas de carcinomes avec des aspects coexistant de carcinome peu
différencié et indifférencié retrouvent dans la plupart des cas un certain nombre de mutations
conservées dans les deux composantes, avec cependant un taux plus élevé de mutations dans la
composante indifférenciée. Ceci conforte ainsi I’hypothése d’une cancérogénése en plusieurs étapes

des carcinomes indifférenciés [98, 99].

Les altérations de composants impliqués dans la régulation du cycle cellulaire sont
fréquentes, comme la surexpression de la cycline D1, la baisse de p27, ou I'inactivation de PTEN et de
pl16 [22, 100]. La mutation de TP53 est I'altération la plus souvent rencontrée dans les carcinomes
indifférenciés [86]. Des mutations de PIK3CA (impliqué dans la voie PI3K/Akt) [101] et du géne de la

béta-caténine [102] ont également été décrites.

31



2.6 Pronostic
Stade TNM

Pour la plupart des équipes, I'établissement du stade des cancers thyroidiens repose sur
I'utilisation de la classification internationale TNM, selon I"'UICC (Union Internationale Contre le

Cancer) [103].

La classification en T (tumeur primitive) est la méme pour tous les types histologiques, a
I’exception du carcinome indifférencié/anaplasique. En cas de tumeur multifocale, la tumeur de plus
grande taille détermine le T, en précisant la multifocalité par (m) (exemple : T2(m)). Pour le stade N
(adénopathies), les ganglions lymphatiques régionaux sont de siege cervical et médiastinal supérieur,

les autres métastases ganglionnaires étant classées en M (métastases a distance).

T- Tumeur primitive
TX La tumeur primitive ne peut étre évaluée

TO La tumeur primitive n’est pas décelable

Pour tous les types histologiques, excepté le carcinome indifférencié :
T1 Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension, limitée a la thyroide
T1a Tumeur de 1 cm ou moins dans sa plus grande dimension
T1b Tumeur de plus de 1 cm mais pas plus de 2 cm dans sa plus grande dimension

T2 Tumeur de plus de 2 cm, ne dépassant pas 4 cm dans sa plus grande dimension, limitée a la

thyroide

T3 Tumeur de plus de 4 cm dans sa plus grande dimension, limitée a la thyroide ou tumeur avec
extension extrathyroidienne minime (par exemple extension au muscle sterno-thyroidien ou aux

tissus mous périthyroidiens)

T4a Tumeur s’étendant au-dela de la capsule thyroidienne et envahissant I'une des structures

suivantes : tissus mous sous-cutanés, larynx, trachée, cesophage, nerf récurrent

T4b Tumeur envahissant le fascia prévertébral, les vaisseaux médiastinaux ou englobant I'artére

carotide
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Carcinome indifférencié (tous sont classés en T4) :
T4a Tumeur (de toute taille) limitée a la thyroide, considérée comme chirurgicalement résécable

T4b Tumeur (de toute taille) s’étendant au-dela de la capsule thyroidienne, considérée comme

chirurgicalement non résécable

N - Adénopathies régionales

NX Les adénopathies régionales ne peuvent étre évaluées

NO Pas d’adénopathie régionale métastatique

N1la Métastase au niveau VI (ganglions prétrachéaux et paratrachéaux, y compris prélaryngés)

N1b Autres métastases ganglionnaires cervicales unilatérales, bilatérales ou controlatérales ou

médiastinales

Carcinome papillaire

Pour les microcarcinomes papillaires, de taille inférieure ou égale a 1 cm, le taux de survie
globale serait identique a la population normale [104]. Pour I’'ensemble des carcinomes papillaires, le
taux de survie relative a 5 ans est de 99% [3]. Les principaux facteurs pronostiques sont |'age, la taille
tumorale, 'extension extrathyroidienne, la qualité de I'exérése et la présence de métastases. D’un
point de vue histologique, d’autres facteurs péjoratifs ont été rapportés: la présence d’invasions
vasculaires, des atypies cytonucléaires séveres, les variantes a cellules hautes ou a cellules

cylindriques [15].

Carcinome vésiculaire

Le taux de survie relative a 5 ans est de 95% [3]. La mortalité a long terme est de 3 a 5% pour
les carcinomes vésiculaires a invasion minime, proche de la population générale, et d’environ 50%

pour les carcinomes largement invasifs [105].

Les facteurs de mauvais pronostic sont un age supérieur a 45 ans, la variante oncocytaire, la
taille supérieure ou égale a 4 cm, la présence d’une extension extrathyroidienne ou de métastases a
distance. Des groupes de risques ont ainsi été définis en fonction de ces critéres. Pour le groupe a bas

risque, les survies globales a 10 et 20 ans sont respectivement de 98% et 97%, a risque intermédiaire
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de 88% et 87%, et a haut risque de 56% et 49%. Le sexe, la multifocalité et la présence de métastases

ganglionnaires n’auraient par contre pas d’'impact sur le pronostic global [106].

Carcinome peu différencié

La survie moyenne a 5 ans est de 50%, la plupart des décés survenant dans les 3 premiéres
années. Les déces sont le plus souvent liés a des métastases régionales ou a distance, plutét que par
invasion locale [17]. Les formes diffuses (composante peu différenciée supérieure a 10% du volume
tumoral) sont de plus mauvais pronostic que les formes focales [21]. La présence de nécrose et le

sous-type histologique ont un impact pronostique controversé [17].

Carcinome indifférencié/anaplasique

Le pronostic est sombre, avec une survie a 5 ans comprise selon les études entre 0 et 15%, et
une médiane de survie entre 2,5 et 6 mois [3, 22, 107-109]. Le carcinome indifférencié/anaplasique
peut étre associé a un contingent bien différencié, mais le pronostic dépend de la taille du contingent
indifférencié, et de la qualité de I'exérése chirurgicale. Des survies prolongées peuvent ainsi étre
obtenues en cas de résection chirurgicale compléte associée a une chimiothérapie a base de

doxorubicine et a une radiothérapie [110].

2.7 Principes de prise en charge des carcinomes thyroidiens de souche vésiculaire
Carcinomes différenciés de souche vésiculaire

Le traitement des cancers thyroidiens différenciés de souche vésiculaire a fait I'objet en

France en 2008 d’une conférence de consensus [111, 112].

Chirurgie

Le diagnostic de malignité étant connu en pré- ou per-opératoire (examen extemporané), le
traitement chirurgical repose sur une thyroidectomie totale. En cas de diagnostic différé sur une
piece de thyroidectomie partielle, il n’y a pas d’indication a ré-intervenir en cas de tumeur unique,
infracentimétrique, sans extension dans le tissu périthyroidien (pT1). L’absence de totalisation
chirurgicale peut se discuter chez les sujets de moins de 45 ans, avec une tumeur de stade pT1

mesurant de 10 a 20 mm, sous réserve de: l'absence d’anomalie décelable dans le lobe
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controlatéral, I'absence de suspicion d’atteinte ganglionnaire a I'échographie et la possibilité d’une

surveillance prolongée.

Le curage ganglionnaire comporte au minimum un curage central (VI), éventuellement
complété par un curage latéral, homo- ou bilatéral selon les données du bilan (curage latéral complet
ou simple curage jugulo-carotidien moyen et inférieur - lll et 1V). Le curage doit étre réalisé en cas
d’adénopathie suspecte mise en évidence en pré- ou en peropératoire. Il n’y a pas de consensus

quant a l'intérét de réaliser un curage en I'absence d’adénopathie suspecte.

Totalisation isotopique

Le traitement par iode 131 a pour buts de :

e Détruire d’éventuels reliquats de parenchyme thyroidien, pour faciliter la surveillance
ultérieure,

e Traiter d’éventuels foyers tumoraux résiduels macro- ou microscopiques,

e Compléter le bilan d’extension par la scintigraphie post-thérapeutique, dont la grande

sensibilité permet la détection de reliquats de petite taille.

Les indications reposent sur la définition de 3 groupes pronostiques (tableau 2). Le
traitement est indiqué pour les patients a haut risque évolutif. Il n’y a pas de consensus quant a

I'intérét du traitement pour les patients a risque intermédiaire.
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Indications de la totalisation isotopique

Groupe pronostique

Pas de totalisation isotopique car pas de

bénéfice démontré

Patients a trés faible risque évolutif

pT1 <10 mm, unifocal, NO-Nx, M0O-Mx

Totalisation isotopique par au moins 3700
MBq (100 mCi) d’iode 131 apres sevrage en

hormones thyroidiennes

Patients a haut risque évolutif

- Exérese tumorale incompléte non ré-opérable

- Exérese tumorale compléte, mais risque important de

récidive ou de mortalité :

° grosse tumeur et/ou extension extra

thyroidienne (T3 et T4)
e extension ganglionnaire (tout T, N1)

e métastase a distance (tout T, tout N, M1).

Pas de consensus nécessité de |la
totalisation isotopique ? quelle activité ?

quelle stimulation ?

Patients a risque intermédiaire

Tous les autres cas

Tableau 2. Indications du traitement par iode 131 en fonction du groupe pronostique [111].

Hormonothérapie

L’hormonothérapie est indiquée chez tous les patients opérés d’un carcinome thyroidien,

quelle que soit I'étendue de I'exérése. Le traitement a pour but d’assurer les besoins en hormones

thyroidiennes, mais aussi d’obtenir le freinage d’'un éventuel résidu tumoral, en diminuant le taux de

TSH. En effet, les cellules tumorales thyroidiennes possédent des récepteurs de la TSH, celle-ci

favorisant la multiplication des thyréocytes.

Le traitement le plus commun repose sur la lévothyroxine (LT4), administrée généralement a

la posologie de 2 a 2,5 ug/kg/j en traitement freinateur, et de 1,6 a 2 pg/kg/j en traitement

substitutif. Au décours de la chirurgie, le traitement est administré avec une posologie proche de 2

ug/kg/j, et adapté au-dela de six semaines a deux mois pour obtenir une valeur de TSH :

- proche de la limite inferieure des normes (entre 0,1 et 0,5 mU/I) en cas de cancers de bon

pronostic (T1 et 2, NO-Nx, MO, carcinomes papillaires ou vésiculaires bien différenciés)

36




- ou a une valeur inferieure ou égale a 0,1 mU/I en cas de cancers de moins bon pronostic: T3
et 4, extension ganglionnaire (tout T, N1), métastase a distance (tout T, tout N, M1),
histologie défavorable (carcinomes papillaires a cellules hautes ou sclérosants diffus,

carcinomes vésiculaires oncocytaires ou carcinomes peu différenciés).

A distance de I’'éventuel traitement radio-isotopique, apres la réalisation d’'une échographie
cervicale et I’évaluation de la thyroglobuline sérique sous TSH recombinante (rhTSH) entre le 6eme
et le 12eme mois, le traitement est adapté en fonction du risque de récidive, ou de la persistance

d’un reliquat tumoral.

Surveillance

L’objectif de la surveillance est le dépistage précoce des récidives, le suivi étant maintenu a
vie. Elle repose essentiellement sur le dosage de la thyroglobuline (Tg) sérique de base ou apres

stimulation par rhTSH, I'échographie cervicale et la scintigraphie a I'iode 131 (figure 4).

‘ Thyroidectomie totale + 131 ‘

v

‘ 3 mois sous LT4: TSH, Tg, T3 ‘

v

B-12 mois sous LT4: rhTSH-Tg + écho cervicale

L Tg détectable < seuil
Tg indétectabl

g ndelsclable . institutionnel. Tg > seuil institutionnel +/-autres

Pas d’autre anomalie Pas d'autre anomalie anomalies
|
Reéduction de la HTSH-T.
2° - ~ . .

posologie de LT4 412 mois + égcho Arrét LT4 + 131] ou chirurgie

Suivi annuel:TSH, Tg

Y
Tg stable, détectable

Traitement frénateur .
Tg indétectable thTSH -Tg > 12 mois Tg en augmentation

Figure 4. Protocole de suivi a court terme apreés un traitement initial associant thyroidectomie
totale et iode radioactif (source : [111]).

Carcinome indifférencié/anaplasique

Le traitement du carcinome indifférencié de la thyroide doit étre rapidement mis en place. En
effet, la croissance de ce type de tumeur est trés rapide, et le degré d’extension conditionne les

possibilités chirurgicales et la survie. Lorsqu’elle est possible, la chirurgie compléte peut permettre
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d’obtenir des survies prolongées. Elle peut étre proposée en premiere intention, ou apres radio-
chimiothérapie néoadjuvante pour les tumeurs initialement inextirpables [113]. La chirurgie peut
également étre proposée dans certains cas pour améliorer le confort de vie du patient, dans un
contexte palliatif. La chirurgie curative ne dispense pas du traitement complémentaire par
radiothérapie et chimiothérapie. La radiothérapie peut étre réalisée a titre curatif, mais aussi
palliatif, préférentiellement par irradiation hyperfractionnée et accélérée [113]. Enfin, la
chimiothérapie repose essentiellement sur la doxorubicine ou le placitaxel, et tient une place
importante du fait d’une présentation métastatique au moment du diagnostic dans 20 a 50% des cas

[113].

3. Rétinoides et récepteurs aux rétinoides

3.1 La vitamine A

Le terme « vitamine A » regroupe le rétinol, ses esters et ses dérivés métaboliques.
1 . Za & o] 7 . s s
L'appellation « rétinoides » désigne les composés naturels, mais également les composés obtenus

par synthése, dérivés de la vitamine A.

Structure et propriétés physicochimiques

Le rétinol est constitué d'un noyau B-ionone et d'une chaine latérale méthylée et insaturée
(chaine isoprénoide). Cette forme alcool constitue la principale forme circulante de la vitamine A. Il
est stocké sous forme d’esters de rétinol et, majoritairement, de palmitate de rétinol. Les dérivés
actifs du rétinol sont produits apres oxydation du rétinol en rétinal, lui-méme oxydé en acide
rétinoique (figure 2). Le rétinol tout-trans et ses esters (acétate et palmitate) sont insolubles dans
I'eau et solubles dans les solvants organiques, les huiles et les graisses. lls sont rapidement dégradés

par la lumiere, I'oxygéne et les acides [114].

Transport et métabolisme
Absorption

L'alimentation apporte la vitamine A sous forme de vitamine A préformée (principalement du
palmitate de rétinol) dans les produits animaux et sous forme de provitamine A (caroténoides) dans
les produits végétaux. Dans I'estomac, les esters de rétinol et les caroténoides sont libérés a partir

des protéines alimentaires. Dans l'intestin gréle, les esters de rétinol sont hydrolysés en rétinol par
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des hydrolases, puis incorporés aux micelles lipidiques. La capture du rétinol par les entérocytes est
médiée par un transporteur. Le rétinol internalisé est séquestré par CRBP-II (cellular retinol binding
protein-Il), puis estérifié par LRAT (lecithin retinol acyltransferase) et ARAT (acyl-CoA-retinol
acyltransferase), principalement en palmitate de rétinol, qui est sécrété dans la lymphe aprés avoir

été incorporé dans les chylomicrons [114].

Les caroténoides sont extraits de leur matrice végétale, puis transférés vers la phase lipidique

du bol alimentaire. Aprées avoir dépassé le pylore, ils sont incorporés dans des micelles mixtes.

Distribution

Les esters de rétinol, le rétinol, les caroténoides, les phospholipides, les triglycérides (TG) et
les apoprotéines sont incorporés dans les chylomicrons libérés dans la lymphe. Lors du transport des
chylomicrons dans le sang, les TG sont dégradés par la lipoprotéine lipase plasmatique ; lorsqu'une
proportion importante de TG a été hydrolysée et libérée, des remnants de chylomicrons sont formés.
Les trois quarts de ces remnants de chylomicrons sont captés par le foie et le quart restant par les

autres tissus [114].

Lorsque les tissus extrahépatiques ont un besoin accru en vitamine A, le foie, représentant
90% des réserves corporelles (principalement sous forme de rétinyl palmitate), libére du rétinol dans
la circulation sanguine. Lorsque l'approvisionnement de l'organisme en vitamine A est satisfaisant,
les esters de rétinol sont transférés aux cellules stellaires (cellules de Ito), qui peuvent stocker de
grandes quantités de vitamine A. La mobilisation de la vitamine A stockée dans le foie est un
processus fortement régulé. Le rétinol se lie a RBP (retinol binding protein) et forme un complexe
avec la transthyrétine, qui est sécrété dans le plasma. Du fait de sa masse moléculaire élevée, ce
complexe n'est pas filtré dans le glomérule rénal. La RBP est synthétisée par le foie (taux
plasmatique : 40-50 mg/l). Un apport insuffisant en énergie et en protéines limite la synthése
hépatique de RBP. Le rétinol transporté dans le sang lié a la RBP est soit capté par les tissus
périphériques, soit recyclé par le foie et le rein. La majorité du rétinol plasmatique est recyclée. Le
rétinol est le rétinoide majoritaire dans le sang, I'acide rétinoique étant présent en beaucoup plus
faibles concentrations dans le plasma. L'acide rétinoique plasmatique est lié a I'aloumine et les esters
de rétinol sont incorporés dans les lipoprotéines, principalement les lipoprotéines de faible densité

(LDL) et les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) [114].

Le captage du complexe RBP-rétinol par les cellules cibles fait appel a un récepteur

membranaire spécifique, la protéine STRA6 (stimulated by retinoic acid gene 6 )[115]. Apres avoir été
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internalisé, le rétinol se lie a la CRBP (cellular retinol-binding protein) avant d’étre oxydé en rétinal et

acide rétinoique.

Métabolisme

Le métabolisme de la vitamine A fait appel a des réactions d'estérification, d'oxydation, de
conjugaison, d'isomérisation et de rupture de chaine (figure 5). L'oxydation du rétinol en rétinal est
réversible. La voie classique fait appel a une rétinol déshydrogénase cytosolique. L'oxydation du
rétinal en acide rétinoique est irréversible et fait appel a des aldéhydes déshydrogénases [114, 116].
L’acide rétinoique est synthétisé dans les tissus possédant le systeme enzymatique approprié [116].
La synthése de l'acide rétinoique implique plusieurs déshydrogénases appartenant a 4 familles
distinctes : les alcool-déshydrogénases (ADH), les déshydrogénases/réductases a chaines courtes
(SDR), les aldéhyde-déshydrogénases (ALDH), et les enzymes de la famille des cytochromes P450
[117, 118].

Le rétinol peut étre phosphorylé en présence d'ATP en rétinyl phosphate ou glucuronylé en

rétinyl glucuronate en présence d'uridine diphosphate glucuronate [114].

Deux familles de protéines cytoplasmiques pourraient aussi participer au métabolisme de la
vitamine A : les cellular retinol-binding proteins (CRBP I, Il et Ill) et les cellular retinoic acid-binding
proteins (CRABP | et Il) [117, 119]. CRBPI n’est pas indispensable au développement normal et a la
survie, en |'absence de carence en vitamine A, mais joue un réle important dans I'accumulation des
rétinyl esters dans le foie [120]. CRABPI est impliquée dans le catabolisme de I’ acide rétinoique, et
CRABPII dans la présentation de I'acide rétinoique aux RARs, cependant I'inactivation génique de
CRABPI et Il chez la souris ne semble pas affecter la signalisation par I'acide rétinoique de fagon

importante [121].
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Figure 5. Etapes enzymatiques impliquées dans la synthése de I’acide rétinoique a partir du rétinol
(source : [116]).

Elimination et catabolisme

Environ 10 % a 20 % de la vitamine A ingérée ne sont pas absorbés et sont éliminés dans les
selles. Une proportion importante de la fraction absorbée est dégradée en différents métabolites. On
retrouve dans les selles des métabolites de I'acide rétinoique oxydés en C4 ou hydroxylés au niveau
du méthyle en C5, conservant une chaine latérale intacte. Les métabolites urinaires sont également
oxydés en C4 mais sont caractérisés par un raccourcissement de la chaine latérale. Certains

métabolites excrétés dans la bile subissent un cycle entérohépatique [114].

3.2 Mécanismes généraux d’action de I'acide rétinoique

Les deux principales formes actives de rétinoides, dérivant du rétinol, sont le rétinal 11-cis,
participant au cycle visuel, et I'acide rétinoique, jouant d’'importants réles dans la différenciation
cellulaire et I'apoptose [116]. L’acide rétinoique intervient ainsi dans I'embryogénese et Ia
différenciation des tissus humains normaux, en particulier dans la différenciation des tissus
épithéliaux, et dans I'immunité humorale et cellulaire, mais occupe également une place importante

dans la cancérogéneése.

Parmi les isomeéres de I'acide rétinoique, les formes tout-trans et 9-cis sont des ligands de
deux familles distinctes de récepteurs nucléaires : les RARs (retinoic acid receptors), interagissant

avec les deux formes d’acide rétinoique, et les RXRs (retinoid X receptors), qui s’associent
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spécifiguement a l'acide rétinoique 9-cis, I'existence in vivo de ce dernier restant cependant
controversée [117]. Les récepteurs de I'acide rétinoique agissent comme facteurs de transcription,
s'associant a des séquences spécifiques d’ADN sous formes d’homodiméres de RXR ou
d’hétérodimeres RAR-RXR (figure 6). Ces séquences sont composées de motifs répétés, séparés par
1, 2 ou 5 paires de bases. Des combinaisons complexes des hétérodimeres provenant de I'existence
de plusieurs formes de RAR et de RXR (trois genes a, B et y pour chaque type, ainsi que plusieurs
isoformes par gene) permettent d’assurer une régulation transcriptionnelle complexe des génes
cibles par I'acide retinoique [117, 122]. Les RXRs peuvent également former des hétérodimeres avec
d’autres récepteurs nucléaires, dont certains sont permissifs pour une réponse transcriptionnelle a

I'acide rétinoique 9-cis [123].
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Figure 6. Activation des récepteurs nucléaires par I’acide rétinoique (AR) (source : [116]).

3.3 Propriétés anti-tumorales de I'acide rétinoique et applications cliniques

De multiples études sur des lignées cellulaires objectivent en présence d’acide rétinoique une
inhibition de la prolifération cellulaire, comme par exemple dans les lignées issues de mélanome

[124], d’adénocarcinome mammaire, de sarcome, de lymphome [125] ou de carcinomes thyroidiens
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[126-128]. Il a également été constaté une induction de I'apoptose dans des lignées issues
d’adénocarcinomes mammaire et cesophagien, de médulloblastome ou de leucémie myéloide [129-
131]. L'acide rétinoique pourrait également diminuer le risque de dissémination métastatique,
comme le suggerent I'inhibition de I'expression de la collagénase de type IV et de la stromélysine 3

dans des lignées hématopoiétiques [132], synoviales [133] et fibroblastiques [134].

L'une des propriétés les plus importantes de I'acide rétinoique est l'induction de la
différenciation cellulaire, constatée par exemple sur des lignées de leucémie promyélocytaire [135],

de carcinomes thyroidiens [136] ou sur des modeles murins dans la cancérogéneése vésicale [137].

L'acide rétinoique est utilisé en pratigue oncologique dans quelques indications
thérapeutiques, en particulier dans le traitement de la leucémie promyélocytaire aigiie et du
neuroblastome [138, 139]. La leucémie promyélocytaire aiglie est la premiére application de 'acide
rétinoique en cancérologie, dés les années 1980, permettant d’obtenir une rémission dans plus de

90% des cas. Cette pathologie se caractérise par une translocation t(15 ;17) avec fusion PML/RARa.

Des essais de prévention du cancer du poumon ont été tentés, mais se sont soldés par des
échecs [140], et méme par une incidence accrue de cancers dans |'étude CARET (apports conjoints de
rétinol et en B-caroténe) [141]. Quelques essais ont montré I'efficacité du fenretinide, un rétinoide

de synthése, dans la prévention du cancer mammaire ou ovarien [142].

Dans le domaine du cancer thyroidien, les rétinoides seraient particulierement intéressant de
par leur role dans la différenciation cellulaire. Des études sur des lignées cellulaires ont montré que
I'acide rétinoique induit I'activation de la iodo-thyronine-5’-déiodinase, jouant un réle important
dans la production d’hormones thyroidiennes, et considérée comme un marqueur sépcifique de la
différenciation des thyréocytes [143]. Les rétinoides pourraient induire une redifférenciation
cellulaire, celle-ci se manifestant en particulier par la capacité des cellules tumorales a réabsorber
I'iode radioactif. Quelques essais cliniques ont en effet montré I'efficacité des rétinoides dans le
traitement des carcinomes thyroidiens métastatiques avec perte de la réponse a l'iode radioactif :
I'acide rétinoique a permis d’obtenir une régression tumorale ou une stabilisation de la croissance
tumorale, en particulier en resensibilisant les cellules tumorales a I'iode radioactif [144-147], avec
cependant des effets variables selon les patients [147]. Il serait donc utile de pouvoir identifier les
patients susceptibles de répondre a cette thérapie, par exemple en fonction du statut des cellules
tumorales pour les récepteurs aux rétinoides [128], ou de leur propriétés métaboliques vis-a-vis des

rétinoides [116].
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3.4 Altération de Il'absorption et du métabolisme de l'acide rétinoique dans la

cancérogénese

La réponse spécifique d’un tissu a I'acide rétinoique est liée en partie aux profils d’expression
des différents types de récepteurs aux rétinoides, mais aussi aux enzymes impliquées dans le

métabolisme de I'acide rétinoique [116, 119, 122].

Des altérations du métabolisme de I'acide rétinoique sont en particulier constatées dans
certains cancers. La concentration en acide rétinoique tout-trans est plus faible dans certains tissus
cancéreux que dans les tissus normaux, comme dans le cancer de la prostate [148]. Une diminution
de l'absorption de rétinol et de I'activité rétinal oxydase a été observée dans un modele de
carcinome mammaire induit par la N-méthyl-nitroso-urée chez le rat [149]. Une autre étude a
montré une diminution de la production de rétinyl esters et de la synthése d’acide rétinoique dans
deux lignées humaines de cancer du sein [150]. Une inactivation épigénétique de CRBPI est observée
dans plusieurs cancers, dont le cancer du sein. La réexpression de cette protéine dans des cellules
mammaires immortalisées supprime la tumorigeneése in vivo [151]. Une importante réduction de la
synthése de l'acide rétinoique a été observée dans plusieurs lignées humaines de carcinome
mammaire, méme en présence de liarozole (agent bloquant du métabolisme de I'acide rétinoique),
démontrant que I'inactivation de I'acide rétinoique par les enzymes P450 n’est pas responsable de la
faible concentration en acide rétinoique [152]. Les cellules humaines MCF-7 de cancer du sein
transfectées avec ’ADNc de cRDH (RDH5) retrouvent la capacité d’absorber rapidement et d’oxyder
le rétinol 9-cis en rétinal 9-cis, mais pas en acide rétinoique 9-cis [153]. Les cellules MCF7

n’expriment en effet pas la RALDH3 trouvée dans les cellules épithéliales mammaires normales [154].

D’autres altérations dans les voies de synthese de I'acide rétinoique ont été observées dans
divers types de cancer. L'expression de RALDH2 est fréquemment réduite dans les tumeurs de la
prostate, corrélée a une durée de rémission plus courte. Le traitement par un inhibiteur de la
méthylation de ’ADN permet de restaurer I'expression de ce géne dans la lignée cellulaire DU145
[155]. Dans les tumeurs du poumon, I'expression de RALDH1 est fortement réduite [156]. Dans les
adénomes et carcinomes du colon, il a été observé une réduction de I'expression de deux génes
impliqués dans la biosynthese de I'acide rétinoique, RDH5 et RDHL (DHRS9). Les auteurs ont aussi
constaté une diminution de la conversion du rétinol en acide rétinoique dans 7 lignées de carcinome

du co6lon en comparaison avec des cellules normales [157]. Enfin, I'expression de la RoDH-4 est

nettement réduite dans les tumeurs de 'endometre [158].

Ces observations suggerent donc qu’une altération in situ de I'expression d’enzymes

essentielles a la biosynthése d’acide rétinoique peut étre associée au développement de plusieurs
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types de cancer. Les mécanismes de ces altérations restent encore a explorer, et pourraient
impliquer une inactivation épigénétique des génes correspondants ou de facteurs transcriptionnels

contrdlant leur expression, dont les RARs.

3.5 Les récepteurs des rétinoides
Les récepteurs de I'acide rétinoique (RARs)

On distingue 3 sous-types de récepteurs nucléaires de I'acide rétinoique (RARs) : a (NR1B1),
B (NR1B2) et y (NR1B3), encodés par des génes distincts, avec au moins 2 isoformes pour chaque
sous-type (générées a partir de promoteurs variables ou par épissage alternatif). En particulier,
I’ARNm de RARP2 est transcrit a partir du promoteur situé dans I'exon 3 de RARB (3p24). Les RARs
sont des régulateurs de transcription ligand-dépendants, agissant par hétérodimérisation avec les
récepteurs aux rétinoides X (RXRs), apres fixation de I'acide rétinoique tout-trans ou 9-cis. Les génes

cibles sont impliqués dans la différenciation cellulaire, la prolifération et I'apoptose [159].

Structure des RARs

Comme la plupart des récepteurs nucléaires, les RARs présentent une structure modulaire,
constituée de 6 régions homologues désignées de A a F, de I'extrémité N-terminale vers I'extrémité
C-terminale (figure 7). Les régions C et E, comportant respectivement les domaines de liaison a I’ADN
et au ligand, sont les régions les plus conservées et régissent I'activité transcriptionnelle des RARs.

Les régions A/B, D et F sont au contraire des régions peu conservées [119].
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Figure 7. Structure des récepteurs de I'acide rétinoique (RA).

Domaine de liaison a '’ADN

Le domaine de liaison a I’ADN permet une reconnaissance de séquences spécifiques. Il est
composé de deux modules a doigt de Zinc, deux hélices alpha et une extension COOH terminale

[160]. Les RARs forment des hétérodiméres asymétriques en se liant avec les RXRs, permettant leur
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fixation a des séquences spécifiques d’ADN, les éléments de réponse a I'acide rétinoique (RAREs,
retinoic acid response elements). Ceux-ci sont typiguement constitués de deux répétitions directes
d’un motif hexamérique : PuG(G/T)TCA, localisées dans les séquences de régulation des génes cibles
[159]. Les RAREs sont classiquement caractérisés par une répétition directe espacée de 5 paires de
bases (DR5), mais les hétérodiméres peuvent aussi se lier a des répétitions directes séparées par une

(DR1) ou deux (DR2) paires de bases. Les homodimeres RXR peuvent aussi se lier a DR1 [159].

Les RAREs ont été identifiés dans les domaines promoteurs de nombreux genes, remplissant
des fonctions variées. On trouve en particulier des éléments DR5 dans les promoteurs du gene RARS2
[161], de CYP26A1 (famille du cytochrome 450) [162, 163], de plusieurs Homeobox [163] et de HNF
(hepatocyte nuclear factor) [164]. Des éléments DR2 sont présents dans les promoteurs des genes

CRBP | et CRBP 11 [165, 166], et DR1, chez le rat, dans le promoteur du géne CRBP Il [167].

Sur les éléments DR2 et DR5, on constate in vitro une disposition de type 5’-RXR-RAR-3’,
entrainant I'activation du gene cible. Au contraire, sur les éléments DR1, la polarité est inversée (5'-
RAR-RXR-3’), entrainant en présence d’acide rétinoique une activité répressive sur le géne cible

[119].

Chaque domaine de fixation a ’ADN interagit au niveau de la boite P de la premiere hélice
contenant trois résidus exposés, responsables de la reconnaissance des sites spécifiques. Des
contacts coopératifs entre les domaines de liaison a ’ADN de chacun des hétérodimeéres permettent
un renforcement des interactions protéine-protéine et protéine-ADN. La spécificité de
reconnaissance d’un RARE dépend de la configuration du domaine de liaison a I’ADN de chacun des

partenaires d’hétérodimérisation [159].

Domaine de liaison au ligand

Le domaine de liaison au ligand est constitué de 12 hélices a et d’un feuillet B. L’hélice C-
terminale H12 est la plus flexible, et adopte une conformation qui peut varier selon le sous-type de
RAR. Le domaine de liaison est constitué d’'une poche de liaison du ligand, du domaine principal de

dimérisation et du domaine d’activation ligand-dépendante AF-2 (activation function-2) [159].

La forme de la poche de fixation du ligand est adaptée au volume du ligand, renforcant les
contacts hydrophobes et la sélectivité pour le ligand. Les contacts avec les ligands intéressent
différents résidus situés en H3, H5 et H11, ces résidus étant spécifiques aux différents sous-types de

récepteur. Des ligands spécifiques pour RARa ou RARy ont ainsi été synthétisés [168].
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La surface d’hétérodimérisation est constituée de résidus des hélices H7, H9, H10 et H11, et
des boucles L8-9 et L9-10 [169, 170]. Dans les hétérodimeres RAR-RXR, la fixation du ligand pourrait

améliorer la stabilité et la propagation des signaux [171].

L’hélice 12 C-terminale, correspondant a AF-2, permet de contréler la capacité des RARs a se
lier a des corégulateurs. H12 présente une importante flexibilité conformationelle, variable selon le
sous-type de RAR. La fixation du ligand a RARa pourrait générer, par un repositionnement de H12,
une surface d’interaction avec des coactivateurs transcriptionnels. Au contraire, les sous-types RARB
et RARy présenteraient méme en I'absence de ligand une conformation de H12 proche de celle de

RARa lié au ligand [159].

Domaine N-terminal AF-1

Le domaine N-terminal des RARs, correspondant aux régions A et B, incluant AF-1 (activation
function-1), joue un réle fondamental dans le contréle de la transcription des genes cibles de I'acide
rétinoique [172]. La région A differe selon les différents sous-types et isoformes. Au contraire, la
région B est plus conservée, et contient des motifs riches en proline, avec de multiples sites de

phosphorylation [159].

Région D
La région D est peu conservée, et permet d’espacer les domaines de liaison au ligand et a

I’ADN. Elle comporte également des signaux de localisation nucléaire [159].

Région F

Cette région étend le domaine C-terminal a I'hélice 12 dans les RARs, mais elle est absente
dans les RXRs. Elle tres variable selon le sous-type de RAR. La région F est phosphorylée en de
multiples positions, ce qui pourrait modifier les propriétés des RARs [159]. En I'absence de ligand,
cette région pourrait stabiliser I’hélice H12 de RARa dans une conformation ouverte, favorisant la
liaison a des corépresseurs [173]. Elle pourrait également se lier a des motifs spécifiques d’ARN

messager, jouant ainsi un role de régulation post-traductionnelle [174].
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Analyse fonctionnelle
Mécanisme classique de régulation de la transcription par les RARs

Les RARs sont des facteurs de transcription hautement régulés par de multiples mécanismes,
en particulier par I'association a des corépresseurs et des coactivateurs. L'action de ceux-ci est
gouvernée par la position de I'hélice H12, elle-méme liée a la fixation du ligand, la position de H12

permettant de générer ou de faire disparaitre les surfaces d’interaction [159].

En I'absence de ligand, RARa présente une fente hydrophobe générée par H3, L3-4 et H4,
pouvant se lier aux motifs LxxI/HIxxx/L des corépresseurs, I'extrémité N-terminale de ce motif
masquant la surface d’interaction de H12. RARy et RARP interagissent peu avec les corépresseurs.
Par des interactions hydrophobes avec H3, H12 est séquestrée dans une position fermée, empéchant
leur liaison aux corépresseurs comme aux coactivateurs [159]. Les principaux corépresseurs décrits
sont NCor/NCor1/RIP13 et SMRT/NCor2/TRAC [159, 175]. La liaison des corépresseurs entraine le
recrutement de complexes de haut poids moléculaire a activité histone désacétylase (HDAC), la
désacétylation des résidus lysine aux extrémités N-terminales des histones générant une

condensation de la chromatine dans la région promotrice des RAREs [159].

Au décours de la liaison du ligand aux RARs, H12 se réoriente, permettant avec H3 la fixation
a des motifs LxxLL de coactivateurs. Ceux-ci appartiennent principalement a la sous-famille p160 des
coactivateurs des récepteurs des rétinoides (SRC, steroid receptor coactivators), nommés SRC-1
(NCoA-1), SRC-2 (TIF-2, GRIP-1) et SRC-3 (pCIP, ACTR, AIB1, TRAM1, RAC3) [176]. Ces coactivateurs
permettent de recruter des complexes enzymatiques a activité histone acétyl-tranférase (HAT)
comme par exemple CBP/p300 (CREB binding protein) et p/CAF (p300/CBP-associated factor), a
activité histone méthyl-transférase (HMT), comme CARM1 (coactivator-associated arginine methyl-
transferase 1) et PRMT1 (protein arginine methyl transferase 1), et a activités
ubiquitinase/désubiquitinase et de remodelage du nucléosome, tel que SWI/SNF (switch/sucrose
non-fermenting) [159]. Tous ces complexes modifient la structure de la chromatine autour des
promoteurs des geénes cibles, créant un « code des histones », formant des sites de liaison a d’autres
effecteurs. D’autres enzymes a activités HAT et HMT sont en particulier recrutées, entrainant la
décompaction de la chromatine, ainsi que d’autres remodeleurs de la chromatine, formant des

régions dépourvues de nucléosomes, ou dont les nucléosomes sont espacés [159].

En plus des positions active et inactive, H12 peut adopter des positions intermédiaires, ce qui
pourrait générer des interfaces alternatives de liaison aux corégulateurs. De multiples composés ont
ainsi été synthétisés, avec des actions agonistes, antagonistes, agonistes inverses ou partiels, plus ou

moins sélectifs pour un certain type de RARs [159, 177].
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Effets extra-génomiques non conventionnels des RARs

En plus des fonctions nucléaires de régulation des genes, les RARs exercent des rbles de
régulation extra-génomique. Par exemple, |'acide rétinoique entraine une activation tres rapide de la
voie MAPK, suggérant le role des RARs par des interactions cytoplasmiques ou membranaires [178].
RARa pourrait par ailleurs se lier directement a des ARN messagers, en réprimant ainsi la traduction

[174].

Phosphorylation des RARs et autres modifications post-traductionnelles par interaction avec les

cascades de kinases

En réponse a I'acide rétinoique et a I'activation de la voie p38MPAK/MSK1, les RARs sont
rapidement phosphorylés, en particulier sur deux résidus lysine, I'un dans le domaine de liaison au
ligand, et I'autre dans le domaine de fixation a I’ADN [159], impliquant notamment les kinases MSK1
et cdk7 [179]. Ces phosphorylations vont promouvoir le recrutement des promoteurs cibles. Les
coactivateurs et corépresseurs font également I'objet de phosphorylations, jouant un réle crucial
dans I'activité transcriptionnelle de RARa [159]. La phosphorylation de SRC-3 pourrait ainsi affiner la
dynamique des échanges de ce coactivateur avec RARa ou d’autres corégulateurs [180], alors que la
phosphorylation de TBLR1 module 'ubiquitination et la dégradation de NCoR/SMRT, permettant
ainsi de lever son activité répressive [181]. Enfin, la phosphorylation de H3 modulée par MSK1
contribue a I'induction des génes cibles de RARa, probablement par des effets sur la structure de la

chromatine, en coopération avec des complexes de remodelage chromatinien [179].

Les RARs sont également la cible d’autres modifications, comme des ubiquitinations et des
méthylations. Par exemple, L'ubiquitination de RARy, et par conséquent sa dégradation par le
protéasome 26S, est dépendante de sa phosphorylation dans son domaine N-terminal [182]. RARa
peut par ailleurs étre tri-méthylé sur une lysine située dans le domaine de liaison au ligand, et mono-
méthylé sur une lysine du domaine de fixation a ’ADN [183, 184]. Ces méthylations pourraient jouer

un réle positif dans I'activité transcriptionnelle de RARa.

La phosphorylation des RARs peut aussi survenir en I'absence de ligand, au niveau d’autres
résidus que ceux impliqués dans la réponse a I'acide rétinoique, sous I'effet de cascades de kinases
dépendantes de multiples signaux exogenes comme des facteurs de croissance, I'insuline, le stress ou
des cytokines, ces cascades se terminant par Akt, PKC ou les kinases C-Jun N-terminales (JNKs). Par
exemple, PKC peut phosphoryler le domaine de fixation a 'ADN des RARs, inhibant leur
hétérodimérisation et leur liaison a 'ADN, ou entrainant leur export nucléaire [185, 186]. Dans

certains cancers caractérisés par une amplification ou une dérégulation des activités Akt ou JNK,
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plusieurs résidus localisés dans la région C-terminale de RARa sont ainsi phosphorylés, contribuant a
la dégradation de RARa [187, 188]. SMRT peut également étre phosphorylé par Akt, entrainant la
stabilisation de l'interaction RAR-SMRT, ce qui a en particulier été mis en évidence pour RARPB2

[189]. Ces tumeurs pourraient ainsi devenir résistantes a I’acide rétinoique [159].

Réle du systeme ubiquitine-protéasome

En réponse a 'acide rétinoique, les RARs, ainsi que leurs coactivateurs, comme par exemple
SRC3 [180, 190], sont ubiquitinés et dégradés par le protéasome 26S, qui est composé du noyau
protéolytique 20S et du complexe régulateur 19S. Celui-ci reconnait les protéines ubiquitinées et
prépare leur entrée dans 20S [191]. Dans le cas particulier de RARy, I'ubiquitination et la dégradation
du récepteur dépend de sa phosphorylation préalable du domaine N-terminal [182], et la

dégradation de SRC-3 dépend également de sa phosphorylation par p38MAPK [180].

Le r6le exact de I'activité protéolytique du protéasome dans la transcription médiée par les
RARs n’est encore totalement clair [192]. L'une des hypothéses est que la dégradation par le
protéasome serait une facon efficace de limiter I'action des RARs et/ou pourrait servir de signal de
fin du processus transcriptionnel [193]. La protéolyse pourrait également servir a dégrader les

corépresseurs ou les coactivateurs, permettant ainsi a d’autres corégulateurs d’intervenir [194].

Le systéme ubiquitine-protéasome pourrait cependant également jouer un réle dans le
controle de la transcription par les RARs en I'absence de protéolyse. En particulier, SUG-1, 'une des 6
ATPases de 195, interagit avec les RARs et SRC3, étant ainsi recruté au niveau des promoteurs des
génes cibles, sans interruption de leur transcription. Les sous-unités ATPases de 19S pourraient
interagir avec des composants des complexes de régulation de la transcription, facilitant leur fixation
ou leur départ des promoteurs, et pourraient aussi reconfigurer localement la chromatine pour

promouvoir le recrutement d’enzymes modificatrices des histones [195, 196].

Mécanismes de transrépression par les RARs

L’action des RARs n’est pas limitée a la régulation positive ou négative de ses génes cibles. Ils
pourraient aussi jouer un role dans l'expression d’autres genes, en interférant avec d’autres
récepteurs nucléaires ou avec des complexes de transcription comme AP-1 (activating protein-1)
[197]. AP-1 régule I'expression de plusieurs genes impliqués dans la transformation et la prolifération
des cellules cancéreuses, et inclue les membres de la famille Fos et Jun. L’inhibition de AP-1 peut étre

secondaire a I'action de RARs liés a leur ligand, voire méme, pour RARB, en I'absence de ligand [198].
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Plusieurs modeles d’interaction entre les RARs et AP-1 ont été proposés : par interaction directe avec
Jun/Fos ; par dissociation du dimére Jun-Fos ; par compétition avec des coactivateurs, comme CBP;

enfin, par inhibition des JNKs, empéchant ainsi la phosphorylation activatrice de c-Jun [199].

L'inhibition d’AP-1 est corrélée au pouvoir inhibiteur de I'acide rétinoique sur la croissance
tumorale, la capacité des RARs a inhiber les genes de réponse a AP-1 semblant ainsi primordiale dans
les effets préventifs et thérapeutiques de I'acide rétinoique dans les pathologies prolifératives [200,

201].

Réles physiologiques et pathologiques des RARs
Développement embryonnaire

Les RARs permettent la transduction du signal de l'acide rétinoique, et jouent ainsi de
multiples réles dans I'embryogénése, principalement démontrés a partir d’études de mutagénéese

dirigée chez la souris. lls agiraient principalement par hétérodimérisation avec RXRa [202].

Le role de RARa et RARP a été en particulier démontré dans la migration des cellules post-
otiques de la créte neurale et la formation des arcs branchiaux [202, 203]. RARaq, B et y sont par
ailleurs tous les trois impliqués dans la segmentation cérébrale [204]. RARB et RARy ont un réle
crucial dans la morphogénese oculaire, sous l'influence de la créte neurale [205]. D’autres études a
partir de souris mutantes ont enfin démontré le réle des RARs dans la formation des poumons (RARa

et B), du cceur (RARa, B et y) et du systeme urogénital (RARa et B) [202].

Il faut également noter que le réle tératogéne de I'acide rétinoique agit par I'intermédiaire
des RARs, ce qui a été en particulier démontré par leur surexpression génétique chez la souris [206].
Ces effets tératogenes ont également été constatés chez ’lhomme, lors d’expositions accidentelles
de femmes enceintes a des rétinoides de synthese (ex : isotrétinoine ROACCUTANE, en particulier
dans le traitement de I'acné), aboutissant a des malformations cranio-faciales, thymiques, cardiaques
et du systeme nerveux central [207]. L'un des mécanismes évoqués serait I'activation ectopique

d’hétérodimeres RXR/RARa [208].

Profils d’expression tissulaire des sous-types de RARs

Il y a chez 'homme peu d’études décrivant I'expression des différents sous-types de RARs
selon les tissus. Elles reposent sur des techniques variées, comme la recherche de transcrits (ARN
messagers) par Northern Blot, PCR ou hybridation in situ, ou I'étude de I'expression des protéines par

Western Blot ou immunohistochimie. Dans la plupart des tissus étudiés, une expression des 3 sous-
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types de RARs est retrouvée. RARa serait néanmoins plus fortement exprimé dans les cellules

hématopoiétiques [209], et RARB dans le rein, la prostate ou le systeme nerveux central [209].

Fonctions physiologiques des RARs chez l'individu adulte

Si le réle des RARs a été largement exploré dans I'embryogéneése, il y a au contraire trés peu
de données concernant leurs fonctions chez I'individu adulte. Le role des RARs est essentiellement
abordé par I'étude des effets des carences en vitamine A, entrainant des troubles de la vision, des
altérations cutanées et une immunodépression [210]. Les fonctions respectives de chacun des
récepteurs aux rétinoides restent cependant trés peu connues. RARy pourrait en particulier
intervenir dans la régulation de I'inflammation [211], RARa dans la régulation de la granulopoiése
[212], RARa et RARy dans le contréle de I'apoptose des lymphocytes T [213]. RARa et RARy
participeraient également au maintien de I'homéstasie épidermique et dans la différenciation
kératinocytaire [214]. Les différents sous-types de RARs auraient par ailleurs des réles distincts dans
la spermatogénese [215, 216]. La plupart des autres études concernent la cancérogénese, les RARs

jouant un role important dans la prolifération, I'apoptose et la différenciation cellulaire.

Les récepteurs aux rétinoides X (RXRs)

Comme pour les RARs, il existe trois sous-types de RXR a, B et y, codés par des génes
différents, avec de multiples variantes d’épissage. llIs agissent par hétérodimérisation avec les RARs,
mais également avec d’autres récepteurs nucléaires, pouvant ainsi jouer un réle dans de nombreuses
voies biologiques. Les RXRs ont également la propriété de pouvoir s’homodimériser, et pourraient
alors en particulier activer les génes cibles de PPAR [217]. Les RXRs ne peuvent étre activés par
I'acide rétinoique que dans sa forme 9-cis. Il existe par ailleurs d’autres composés naturels ou

synthétiques pouvant se lier aux RXRs, appelés réxinoides [218].

Structure et analyse fonctionnelle

Comme les autres récepteurs nucléaires, les RXRs sont constitués d’'un domaine N-terminal
variable (A/B), d’un domaine hautement conservé de fixation a ’ADN (C), d’une zone charniére non
conservée (D) et d’'un domaine C-terminal modérément conservé comprenant le domaine de liaison

au ligand (E/F) [218].

Le domaine de fixation a I’ADN est constitué deux motifs riches en cystéine, en doigt de zinc,

permettant la fixation a des séquences spécifiques de I'ADN PuG(G/T)TCA(X),PuG(G/T)TCA. Ces
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séquences consensus forment des répétitions directes, indirectes ou inversées, consistant en deux
demi sites séparés par un court espaceur. Dans le premier doigt de zinc, une portion hautement
conservée, applelée P-box, détermine la spécificité de la séquence de liaison de I’ADN, alors qu’une
autre zone conservée, située dans le deuxiéme doigt de zinc, défini I'espacement des demi-sites

[218].

L’activité transcriptionnelle est médiée par le domaine de liaison au ligand, constitué d’une
poche de liaison pour de petites molécules lipophiles, un domaine de transactivation (hélice
12/AF12), une surface de liaison aux cofacteurs et une surface de dimérisation. La structure globale
est la méme que pour les autres récepteurs nucléaires. La poche de liaison du ligand est de tres

petite taille, I'acide rétinoique 9-cis en occupant la plus grande partie [218].

Les RXRs sont des partenaires d’hétérodimérisation pour les récepteurs nucléaires des
groupes 1 (exemples : RAR, PPAR, thyroid hormone receptor, vitamin D receptor) et 4 (NGF-induced
clone B, Nurrl, Norl) [219], mais peuvent également induire la transcription en tant
gu’homodimeéres. La formation d’homodimeres de RXR permet d’exposer une autre surface de
dimérisation, impliquant les hélices 11 et 12, et aboutissant ainsi a la formation de tétraméres [220],
représentant probablement le mode principal de séquestration des RXRs. Quand le ligand est
présent, cela induit des changements affectant I’hélice 12 et une dissociation des tétrameres. RXR
peut ainsi former des homodiméres ou des hétérodimeres, en fonction de la disponibilité des
partenaires [218]. La surface d’hétérodimérisation est légerement plus grande que celle
d’homodimérisation (550 contre 500 Angstrom), ce qui pourrait favoriser la formation

d’hétérodimeres plutot que d’homodimeres [218].

Comme pour les RARs, de nombreux corégulateurs ont été identifiés, les domaines
d’interaction comportant des motifs LxxLL dans les coactivateurs, et LxxxIxxxl/L dans les
corépresseurs [218]. La liaison du ligand entraine des changements conformationnels, I'hélice 12
recouvrant alors la poche de fixation du ligand, permettant ainsi la fixation de coactivateurs. En
présence d’agonistes partiels, et probablement d’antagonistes, la conformation de H12 pourrait
permettre la fixation de corépresseurs [169]. Dans les hétérodiméres permissifs tels que RXR-PPAR,
la liaison d’un agoniste de PPAR entraine le repositionnement de I'hélice 12 de PPAR et généere un
puissant site de recrutement de coactivateurs [221]. Du c6té de RXR, la liaison du ligand permet
également des changements conformationnels de I’hélice 12 de PPAR, I'amarrant au site de liaison
des coactivateurs, PPAR ayant alors une conformation agoniste. Pour les hétérodimeres non
permissifs, les récepteurs pourraient démasquer les sites de liaison aux corépresseurs de RXR,
permettant ainsi la fixation de corépresseurs et une stabilisation de cette conformation. La seule

fixation d’un agoniste a RXR ne serait alors pas suffisante pour libérer les corépresseurs [222].
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Roles physiologiques et pathologiques des RXRs
Profils d’expression tissulaire des sous-types de RXRs

L'importante homologie entre les trois sous-types de RXR a, B, y semble indiquer qu’ils
ciblent des génes communs et qu’ils sont liés aux mémes ligands. Cependant, leur profil de
d’expression différe selon les tissus [223]. Chez I'individu adulte, RXRa est abondamment exprimé
dans le foie, les reins, la rate, le placenta et I'épiderme. RXRB est largement exprimé dans presque

tous les tissus. Enfin, I’expression RXRy est principalement limitée au muscle et au cerveau.

Ligands de RXR

La mise en évidence in vivo de ligands endogénes de RXR reste controversée. L'acide
rétinoique 9-cis, I'acide phytanique et I'acide docohexanoique pourraient constituer des ligands

endogenes, mais cela n’a pas été pour le moment clairement démontré.

Développement embryonnaire

Les études d’invalidation des sous-types de RXR ont permis de mettre en évidence leurs rdles
dans le développement embryonnaire. RXRa est impliqué dans le développement adipeux,
cardiaque, oculaire et placentaire. Son invalidation est Iéthale entre 13,5 et 16,5 jours embryonnaires
chez la souris, principalement par défaillance cardiaque [202]. RXRa serait ainsi la principale forme
de RXR impliquée dans le développement embryonnaire, la transduction du signal étant assurée par

des hétérodiméres RXRa/RAR [202].

Par ailleurs, RXRB est impliqué dans le développement cutané et de la lignée germinale, et
RXRy dans le développement thyroidien, la plasticité synaptique, la mise en place du métabolisme

hépatique et le développement prostatique [218].

Réles des RXRs dans le métabolisme, la différenciation cellulaire et I'apoptose
*  Réles métaboliques

Les RXRs jouent un réle important dans I’homéostasie du myocarde adulte [218, 224]. Son
role a également été mis en évidence dans le métabolisme musculaire et la sensibilité a I'insuline, par
son association a PPAR, mais également en jouant probablement un role indépendant et
complémentaire [225-227]. Ainsi, les RXRs pourraient étre impliqués dans l'insulinorésistance. Les

réxinoides, en régulant par l'intermédiaire de RXR l'activité de multiples hétérodimeéres, sont
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également impliqués dans I'absorption et le métabolisme du cholestérol, et dans le développement

de I'athérosclérose [228].

» Différenciation de la lignée myéloide

Les RARs jouent un rdle crucial dans les processus physiologiques et pathologiques associés a
la différenciation de la lignée myéloide. Les RXRs constituent obligatoirement les partenaires
d’hétérodimérisation des RARs dans ces processus. RXRa est la forme dominante dans les cellules
myéloides [229], mais, la mutation RXRa étant léthale, I'étude de la maturation myéloide n’a pas pu
étre réalisée [230]. L'invalidation de RXRPB entraine des troubles de la maturation myéloide [231]. Les
études a I'aide de ligands sélectifs des RXRs ont montré qu’ils ont une activité synergique avec celle
des RARs sur la différenciation cellulaire et la prolifération, alors que seuls leur action reste
relativement modeste [232]. Enfin, les études de Benoit et al. suggérent qu’il existerait, dans
certaines lignées cellulaires de leucémie myéloides, une voie de signalisation de RXR indépendante

de RAR [233].

* RXR, apoptose et cancérogénese

Les RXRs pourraient coopérer avec les RARs pour potentialiser I'induction par les rétinoides
de la différenciation cellulaire et de I'apoptose. Les activateurs des RXRs semblent avoir néanmoins
un effet plus puissant et spécifique sur l'apoptose. En particulier, les RXRs pourraient agir sur
I'apoptose par I'intermédiaire de la transglutaminase tissulaire [234], ce qui est en faveur d’une voie
spécifique des RXRs dans I'apoptose des cellules myéloides. Cette voie des réxinoides pourrait ainsi

étre inhibée par des inhibiteurs spécifiques des RXRs [235].

Le role prépondérant des RXRs dans I'apoptose a également été constaté dans des lignées de
carcinome embryonnaire [236], de cancer du sein [236] et du pancréas [237]. La  sous-localisation
cellulaire de RXRa semble par ailleurs influer sur la réponse aux rétinoides. En effet, dans la lignée de
carcinome mammaire MDA-MB-231, les cellules sensibles aux rétinoides expriment RXRa au niveau
du nucléoplasme, alors que dans les cellules résistantes RXRa est exprimé dans le compartiment des
facteurs d’épissage [238]. Cette distribution intranucléaire est sous le contréle de I'extrémité C-

terminale de RXRa [238].

Les ligands des RXRs permettent donc d’amplifier les effets des RARs sur l'inhibition de la
prolifération, et l'induction de la différenciation cellulaire et de I'apoptose, mais possedent

également un mode d’action spécifique, indépendant des rétinoides. Ces effets pourraient donc étre
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intéressants dans le traitement des cancers, notamment en s’affranchissant des effets secondaires

propres aux rétinoides acides.

4. Epigénétique et cancérogénese
4.1 Généralités sur I'épigénétique
L’épigénétique désigne les mécanismes de modification de I'expression des génes, sans
modification de leur séquence nucléotidique. Ces modifications sont transmissibles au cours de la
mitose, voire méme dans certains cas au cours de la méiose, ces modifications pouvant alors étre

transmises d’une génération a I'autre [239]. Les principales modifications épigénétiques reconnues

sont les modifications covalentes des histones et la méthylation de I’ADN.

De nombreuses modifications covalentes des histones ont été décrites. Les plus étudiées
sont I'acétylation et la méthylation des résidus lysine au niveau des extrémités amino-terminales des
histones, entrainant des modifications de la structure de la chromatine [239]. L’acétylation est
associée a l'activation transcriptionnelle, et la désacétylation a la répression transcriptionnelle. Elle
résulte de I'activité des deux familles d’enzymes : les histone-acétyltransférases (HAT) et les histone-
désacétylases (HDAC). La méthylation, dépendant d’histone-méthyltransférases (HMT), joue quant a
elle un role variable selon la position de la lysine méthylée : par exemple, la méthylation de la lysine
4 de I'histone H3 est corrélée a une activation transcriptionnelle, contrairement a de celle de la lysine

9 [239].

L'une des modifications épigénétiques les plus importantes consiste en une modification
chimique de I'ADN : la méthylation de résidus cytosine de dinucléotides CG. Dans plus de 60% des
génes humains [240], le promoteur et/ou le premier exon comporte(nt) des régions riches en
dinucléotides CG, appelées flots CpG. La méthylation dans la région promotrice d’'un gene a pour
effet d’en diminuer la transcription. Les enzymes responsables de la mise en place de profils de
méthylation sont les méthyltransférases DNMT1, DNMT3a et DNMT3b (DNA methyl transferase)
[241]. DNMT3a DNMT3b établiraient les profils de méthylation au cours du développement, tandis
gue DNMT1 serait responsable du maintien du profil de méthylation, transmettant ainsi ce profil de
la cellule-mére aux cellules filles au cours de la réplication de I’ADN. Les CpG méthylés sont reconnus
par un motif protéique d’environ 70 acides aminés, appelé MBD (methyl-CpG binding domain). Les
protéines a domaine MBD, comme MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 et MBD4, ont la caractéristique de
pouvoir recruter, au niveau des CpG méthylés, des complexes entrainant des modifications
covalentes des histones (désacétylation et méthylation), inhibant la transcription par compaction de

la chromatine [239] (figure 8).
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Figure 8. Remodelage de la chromatine au niveau de génes suppresseurs de tumeur, en situation
normale et tumorale. Situation normale : la plupart des CG en dehors des flots sont méthylés (cercles
noirs), tandis que les CG des flots ne sont pas méthylés (cercles blancs) ; I'acétylation des histones
permet de maintenir la chromatine dans un état « décompacté », accessible aux complexes de
transcription constitués notamment de facteur de transcription (FT), de protéines acétylant les
histones (HAT) et de co-activateurs transcriptionnels (CA). Situation tumorale : hypométhylation des
CG répartis le long du génome et dans les régions codantes, et hyperméthylation des flots CpG au
niveau des promoteurs, ceux-ci étant reconnus par des protéines a domaine MBD, responsables du
recrutement, des enzymes de modifications post-traductionelles des histones (HDAC, méthylation),
des protéines responsables de la méthylation de I'ADN (DNMT) et des corépresseurs
transcriptionnels (CR) (source : [239].

4.2 Altérations des profils de méthylation de '’ADN dans la cancérogéneése
Hypomeéthylation globale et hyperméthylation localisée des cellules tumorales

Dés le début des années 1980, une perte de la méthylation au niveau de dinucléotides CG et
une diminution globale du taux de méthylcytosine étaient identifiées dans les cellules cancéreuses
[242]. Cette hypométhylation globale peut toucher des flots CpG normalement méthylés dans les
tissus sains, et donc aboutir a la réactivation de certains génes. Surtout, I’hypométhylation est
particulierement importante dans des séquences satellites péricentromériques, ce qui pourrait alors

prédisposer ’ADN a des cassures et des remaniements chromosomiques [239]. Au contraire, d’autres
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études ont par la suite mis en évidence une hyperméthylation paradoxale du promoteur de génes
suppresseurs de tumeur dans les cellules cancéreuses, corrélée a leur extinction transcriptionnelle
[243] (figure 8). Une hyperméthylation des flots CpG a ainsi été constatée dans des génes impliqués
dans le contrdle du cycle cellulaire, I'apoptose et la réparation des dommages a '’ADN [239]. Les
cellules tumorales sont donc caractérisées, sur le plan épigénétique, par une hypométhylation

globale, et une hyperméthylation de certains genes suppresseurs de tumeur.

Hyperméthylation du promoteur de RARB2 dans la cancérogénése

Différentes études sont en faveur du role suppresseur de tumeur du récepteur RARB2. Par
exemple, l'utilisation de transgenes antisens pour RARS2 chez la souris induit la formation de
tumeurs pulmonaires [244]. De méme I'expression de RARPB2 par des constructions génétiques dans
des cellules HelLa permet d’en inhiber la croissance, et ce d’autant plus que de I'acide rétinoique
tout-trans est ajouté au milieu de culture [245]. Des études ont par la suite mis en évidence une
diminution de I'expression de RARP2 dans plusieurs types de cancer, en particulier dans les
carcinomes pulmonaires [246], de 'endomeétre [247], et du sein [248], dans les gliomes [249], dans
les tumeurs des glandes salivaires [250] et dans les carcinomes thyroidiens [251, 252].
L’hyperméthylation du promoteur de RARS2 a été démontrée dans un certain nombre de cas, par
exemple dans les cancers de I'endometre [247], les carcinomes de la téte et du cou [253] et dans les
carcinomes de la thyroide [254-257]. Dans les carcinomes thyroidiens, de grandes différences sont

cependant notées selon les études, les taux d’hyperméthylation rapportés variant de 7 a 52%.

D’autres mécanismes pourraient cependant étre impliqués dans la diminution de I'expression
de RARPB2, comme ['état d’acétylation ou de méthylation des histones [183, 258], ou encore par

I'intermédiaire de la voie PI3K/Akt [189].

Autres génes hyperméthylés dans le cancer thyroidien

Dans les carcinomes thyroidiens, de nombreux génes suppresseurs de tumeurs ou
spécifiques du tissu thyroidien sont la cible d’une méthylation aberrante. Parmi les génes
suppresseurs de tumeurs, en plus de RARS2, il a été décrit une hyperméthylation des promoteurs de
TIMP3 (tissue inhibitor of metalloproteinase-3, impliqué dans la migration et I'invasion), SLC5A8
(codant pour SMCT-1, sodium-coupled monocarboxylate transporter 1, un symporteur du sodium),
DAPK (death-associated protein kinase, jouant un réle dans I'apoptose), hMLH1 (human mutant L
homologue 1, géne de réparation de I’ADN), RASSF1A (ras effector homologue, ayant un réle dans

I'interaction et la stabilisation des microtubules), et PTEN (phosphate and tensin homologue,
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inhibant la voie PI3K/Akt), s’associant alors dans ce dernier cas a des altérations génétiques

activatrices de la voie PI3K/Akt [63, 254, 259, 260].

Les méthylations aberrantes de TIMP3, SLC5A8, DAPK et hMLH1 sont associées a la mutation
BRAF ainsi qu’a l'agressivité tumorale dans les carcinomes papillaires de la thyroide [254]. Au
contraire, I’lhyperméthylation de RASSR1A est inversement associée a la mutation de BRAF [259-264],

suggérant ainsi que le r6le de RASSR1A dans la cancérogenese serait indépendant de la voie MAPK.

Plusieurs genes impliqués dans le stockage et le transport de l'iode thyroidien peuvent
également étre hyperméthylés dans le cancer thyroidien, comme NIS, TSHR, SLC26A4 et Tg [259, 261,

264], pouvant ainsi limiter I'efficacité des thérapeutiques a base d’iode radioactif.
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Il. Matériel et méthodes

1. Etude immunohistochimique de RARa, RARf, RXRa et RXRf3

1.1 Sélection du matériel tumoral

69 cancers thyroidiens sont sélectionnés de facon rétrospective, incluant 38 carcinomes
papillaires, 14 carcinomes vésiculaires et 17 carcinomes indifférenciés/anaplasiques. Le tissu tumoral
est conservé sous forme de blocs de paraffine, les différents préléevements ayant été fixés au
préalable au moins 16 heures dans du formol tamponné a 4%, puis inclus en paraffine dans un
automate. Le diagnostic est vérifié a partir de coupes histologiques de 4 um colorées par HES
(hématoxyline, éosine et safran). Les blocs tumoraux sélectionnés comportent a la fois du tissu
tumoral et le parenchyme thyroidien non tumoral adjacent, ce dernier pouvant ainsi servir de témoin

interne.

1.2 Caractéristiques des anticorps
Les caractéristiques des anticorps primaires sont les suivantes :

- anti-RARa : anticorps monoclonal de souris 9a-9A6 (don de Rochette-Egly C. et Chambon P.,
IGBMC, lllkirch, France), dilution 1/1000°™ dans du TNC (Tris HCI pH 7,6 100 mM, NaCl 150
mM, caséine 1%, Tween 20 0,05%)

- anti-RARB : anticorps polyclonal de lapin RPB(F) (Rochette-Egly C. et Chambon P.), dilution
1/4000°™ dans du TNC

- anti-RXRa : anticorps monoclonal de souris 4RX-3A2 (Rochette-Egly C. et Chambon P.),
dilution 1/1000°™ dans du TNC

- anti-RXRPB : anticorps monoclonal de souris 16RX-2E1 (Rochette-Egly C. et Chambon P.),
dilution 1/1000°™ dans du TNC

Les anticorps utilisés ne permettent pas la discrimination des différentes isoformes.
Les anticorps secondaires sont, selon le type d’anticorps primaire :

- monoclonal : anti-souris biotiné Goat anti-Mouse Immunoglobulins Biotinylated (EO433,
Dako, Glostrup, Danemark), dilué au 1/150°™ (Antibody Diluant, Dako)
- polyclonal : anti-lapin biotiné Polyclonal Swine anti-Rabbit Immunoglobulins Biotinylated

(E353, Dako), dilué au 1/150°™,
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1.3 Technique immunohistochimique avec amplification par un conjugué tyramine
Principes généraux de la technique

Les différents récepteurs étant exprimés a un niveau tres faible, la technique de détection
immunohistochimique standard en 3 couches de type biotine-streptavidine est de sensibilité
insuffisante. Nous avons adopté une technique de détection en 5 couches. Les premiéres étapes de
détection sont celles d’'une technique immunohistochimique standard, avec dépdts successifs de
I'anticorps primaire, de l'anticorps secondaire couplé a la biotine, puis du couple streptavidine-
peroxydase. L'amplification complémentaire est basée sur le dépot d’un complexe tyramine-biotine,
I'interaction de ce complexe avec la peroxydase en présence de peroxyde d’hydrogene permettant
sa fixation autour du complexe anticorps primaire/secondaire/streptavidine-peroxydase [265] (figure
9), suivie d’une incubation finale dans une solution de streptavidine-peroxydase et la révélation dans

une solution de DAB (di-amino-benzidine).

Antigéne Tyramine
mm  Tyramine activée
DAB

* Streptavidine - DABH

&) Peroxydase

Biotine

Figure 9. Principe de la technique immunohistochimique avec amplification par un conjugué
tyramine (d’aprés Plénat et al. [265]). Les premiéres étapes (a gauche) sont communes a celles d’une
technique immunohistochimique standard, I’anticorps secondaire étant couplé a de la biotine,
permettant la liaison au couple streptavidine-peroxydase. Celle-ci interagit avec la tyramine,
permettant, en présence d’eau oxygénée, la création de groupes phénols actifs et entrainant ainsi le
dépot in situ de la molécule de tyramine activée, couplée a de la biotine (au milieu). Enfin, I'étape
finale de révélation (a droite) repose sur I'ajout de streptavidine-peroxydase et de DAB, créant ainsi
un précipité brun autour du complexe.
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Protocole

eme

La solution de tyramine-biotine diluée au 1/50°™ est préparée selon les étapes suivantes,

adaptées d’aprés Hopman et al. [266] :

- diluer 10 mg de tyramine-HCI (Sigma-Aldrich) dans 1 mL de diméthylformamide et additioner
10 pL de triéthylamine 7,2 M

- diluer 10 mg de NHS-LC-biotine (Thermo Scientific Pierce Protein Research Products,
Rockford, USA) dans 1 mL de diméthylformamide

- couplage: additionner 1 mL de la solution NHS-LC-biotine et 0,382 mL de tyramine-
HCl/triéthylamine, agitation douce 4 heures a I'abri de la lumiere

- additioner 8,618 mL d’éthanol absolu, et conserver a -20°C

- diluer extemporanément au 1/100°™ dans du tampon Tris/imidazole (Tris HCI pH 8,8 200
mM, imidazole 10 mM)

Des coupes en paraffine de 4 um sont étalées sur lames. Le démasquage et le déparaffinage
sont obtenus en trempant les lames pendant 40 minutes dans une solution a 97°C de Citrate pH 6,
comportant, pour 1 L: 125 mL d’acide borique 0,08 M, 90 mL de citrate de sodium 0,1 M, 16 mL
d’acide citrique 0,1 M, 0,5 mL de Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemia GmbH, Hilden, Germany), 0,5 mL
d’Emulloil LN (Procalp SA, Mazamet, France), en complétant avec de I'eau distillée (automate PT Link,
Dako). Les lames sont rincées avec du tampon Tris 0,1 M, constitué, pour 10 L, de : 250 mL de Tris 2
M pH 7,6, 300 mL de NaCl 5 M, 5 mL de Tween 20 (Sigma-Aldrich), en complétant avec de 'eau
distillée. Aprés dépot pendant 10 minutes de 150 pL de TNC, les lames sont égouttées, puis 70 uL de

la solution d’anticorps primaire sont déposés entre lame et lamelle, avec une incubation sur la nuit.

Apres ringcage dans du tampon Tris 0,1 M, les étapes suivantes se déroulent sur automate

Autostainer Plus® (Dako), avec des ringages dans du tampon Tris 0,1 M :

- 200 pL d’anticorps secondaire, 30 min

- ringage

- 200 pL de peroxyde d’hydrogene (Peroxidase Blocking Solution, Dako), 5 min

- ringage

- 200 pL de streptavidine (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) diluée au 1/160°™
(tampon Tris 0,1 M, NaCl 0,15 M, albumine bovine 1%, Tween 20 0,1%, NaN3 0,1%), 30 min

- ringage

- 200 pyL de TNC, 5 min

- 200 pL de solution de tyramine, additionnée de 4 pL de peroxyde d’hydrogéne par mL, 10

min
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- 200 pL de streptavidine (Roche Diagnostics) diluée au 1/160°™, 30 min

L’étape finale de révélation est effectuée sous contréle microscopique, apres dépo6t de 150
pL d’une solution de DAB (CINtec, MTM Laboratories AG, Heidelberg, Germany). Lorsque l'intensité
du signal est satisfaisante, la réaction est stoppée par immersion dans le tampon Tris, les lames étant
ensuite trempées dans le toluéne et montées avec I'Eukitt® (O. Kindler GmBH and Co., Freiburg,

Germany).

1.4 Interprétation, recueil des données cliniques et analyse statistique

Le signal immunohistochimique est considéré comme normal (2) s’il est nucléaire et intense,
et comme diminué si son expression nucléaire est faible ou absente (1), le tissu thyroidien sain ou a
défaut les cellules de la stroma-réaction servant de référence. On considere également comme
significatif un signal cytoplasmique isolé, interprété comme une séquestration cytoplasmique (C) de
la protéine. L’évaluation semi-quantitative du signal a été réalisée de facon indépendante par 2

pathologistes (JMV, GG).

Un suivi clinique est disponible pour 33 patients (durée de suivi: de 12 mois a 10 ans et 7
mois, durée moyenne de 8 ans et 5 mois), présentant tous un carcinome bien différencié. Les
données sont collectées rétrospectivement, en notant le stade TNM et la survenue de récidives

locales ou a distance.

L'analyse statistique a pour but de rechercher une corrélation entre les anomalies
d’expression et les principaux parametres clinico-pathologiques (taille tumorale, effraction
capsulaire, statut ganglionnaire et métastases a distance, survie). La faible mortalité (2 déces parmi
les 33 patients) et le faible nombre de récidive (6 récidives sur 33) ne permettent pas de corrélation
avec la survie globale ou sans récidive. On recherche également une différence de profil
immunohistochimique entre les différents types de tumeurs thyroidiennes. Ces différentes analyses

statistiques sont réalisées a I'aide du logiciel R (www.r-project.org). Les données qualitatives font

I’objet d’une comparaison par test du Khi2, ou par test de Fisher en cas d’effectifs inférieurs a 3. Les
données quantitatives sont comparés a I'aide du test de Student lorsque les effectifs sont supérieurs
a 30, ou par test de Wilcoxon dans le cas contraire. Le test est considéré comme significatif si la

valeur de p est inférieure a 5%.

Les performances diagnostiques de chaque anticorps sont calculées pour le diagnostic de
carcinome vésiculaire, incluant valeur prédictive positive (VPP), valeur prédictive négative (VPN),

sensibilité et spécificité, avec un intervalle de confiance a 95% (IC 95%).
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2. Détermination du statut de méthylation de RARS2
2.1 Sélection du matériel tumoral

La population étudiée est constituée de 18 adénomes vésiculaires, et de 49 carcinomes, dont
19 carcinomes pabpillaires, 14 carcinomes vésiculaires et 16 carcinomes indifférenciés/anaplasiques.
Dans un cas de carcinome indifférencié/anaplasique, une composante bien différenciée minoritaire
de type papillaire est présente, celle-ci faisant également I'objet d’une extraction d’ADN. Le matériel
tumoral servant de base a I'extraction des acides nucléiques est constitué de copeaux de tumeur

prélevés dans des blocs de paraffine.

Afin de comparer les données obtenues au tissu thyroidien normal, 10 parenchymes
thyroidiens sains ont fait I'objet d’une extraction d’ADN a partir de bloc de paraffine. Dans tous les

cas les lobes analysés sont macroscopiquement et histologiquement normaux.

2.2 Extraction d’ADN et dosage
Déparaffinage et digestion

La premiére étape consiste a déparaffiner les échantillons a I'aide de toluéne : ajouter 1 mL
de toluéne; placer les tubes 5 minutes sur agitateur rotatif et centrifuger 5 minutes a 12000 G;

éliminer le surnageant ; répéter 2 fois au total.

Les échantillons sont ensuite rincés et déshydratés : rincer 2 fois dans 1 mL d’alcool absolu,
mélanger (vortex), centrifuger 5 minutes a 12000 G ; rincer 1 fois dans 1 mL d’alcool 70 %, mélanger

(vortex), centrifuger 5 minutes a 12000 G ; évaporer sous vide 5 a 10 minutes.
La lyse des tissus repose sur I'ajout d’'un tampon de lyse et de protéinase K :

- préparer le tampon de lyse: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM EDTA (EDTA 0,5 M pH 8,
Invitrogen Corporation, Paisley, UK), 1% SDS (SDS 10%, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

- ajouter au tissu déparaffiné 225 pul de tampon de lyse et 25 ul de protéinase K a 20 mg/ml
(tritirachium album, Euromedex, Mundolscheim, France), et incuber 2 a 3 jours a 55°C

jusqu’a digestion complete (si nécessaire rajouter de la protéinase K).

Extraction sur automate et dosage

L'extraction d’ADN est réalisée sur automate Thermo Scientific KingFisher (Plate forme

commune de Biologie Moléculaire, Hopitaux de Brabois), utilisant une méthode de purification basée
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sur des particules magnétiques, a l'aide du kit MagnéSil (Promega, Charbonniéres, France),
conformément aux instructions. Le dosage de I’ADN repose sur I'utilisation du fluorometre Qubit

(Invitrogen), a I'aide du kit Quant-iT dsDNA BR Assay 2-1000 ng.

2.3 Technique de conversion
Principe de la technique

En présence de bisulfite de sodium, il se produit une désamination des cytosines (C) en
uracile (U). La réaction peut-étre schématisée ainsi: C > C-SO5” >° U-SO; =>* U (figure 10). La
réaction 1 consiste en I'addition de bisulfite au niveau de la double liaison 5,6 de la cytosine, la
réaction atteignant rapidement un équilibre entre C et C-SO;  (5,6-dihydro-6-sulfonate de cytosine).
Dans des conditions, I’équilibre de la réaction est déplacé vers C-SO;". La réaction 2 correspond a la
conversion de C-SO;" en U-SO;” (5,6-dihydro-6-sulfonate d’uracile) par désamination. La rapidité de la
réaction 2 est proportionnelle a la concentration en bisulfite. La réaction 3 est la réaction de
désulfonation, permettant en milieu alcalin, la conversion de U-SO; en U. En présence de 5-méthyl-
cytosine, les réactions 1 et 2 sont beaucoup moins efficaces, et quasi-nulles dans les conditions de
réaction utilisées. Aprés le traitement par bisulfite de sodium, si la conversion est compléte, on
obtient une séquence d’ADN ou toutes les cytosines non méthylées sont transformées en uracile (en

thymine aprés amplification), les cytosines méthylées restant inchangées.

NH; o
= ﬁ 4 )i
/O I S = L
HSO;
[C] 1 [c.soa] 2 [U-SOs-] 3 [U]

Figure 10. Réaction de conversion de I’ADN par le bisulfite de sodium (d’apres [267]).

Protocole classique

Préparation des solutions

Les solutions sont réalisées extemporanément avec de I'eau qualité biologie moléculaire
dégazée, avec dissolution par agitation douce (sans vortex), et conservées a I'abri de la lumiére. La
solution A est préparée en mélangeant 540 puL d’hydroquinone 200 mM (hydroquinone, USP, Sigma-
Aldrich) (220 mg dans 10 mL d’eau) avec 9,36 mL de bisulfite de sodium 3,88 M (sodium hydrogen
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sulfite, ACS reagent, Sigma-Aldrich) (3,69 g dans 10 mL). Le pH est ajusté a 5.0 avec une solution de
NaOH 6 M.

Réaction de conversion de ’ADN :

La premiere étape consiste a dénaturer ’ADN :

- diluer 1 pug d’ADN, additionné de 10 g d’ARNt (yeast tRNA, Gibco/BRL, Gaitherburg, USA)
dans une solution de 0,3 M NaOH, soit: 1 yg d’ADN, 10 g ARNt et 2.5UL de NaOH 3M,
compléter jusqu’a 25 JL avec de I'eau

- incuber 30 minutes a 37°C.
Les réactions de bisulfitation de I’ADN et de désulfonation reposent sur les étapes suivantes :

- additionner a la solution d’ADN dénaturé 275 L de la solution A préchauffée a 50°C ; incuber
6 a 16 h a 50°C a I'abri de la lumiere

- préparer une solution 12 M de iodure de sodium en dissolvant 13,5 g de iodure de sodium
(sodium iodide, Sigma-Aldrich) dans 7,5 mL d’une solution 2 mM de Bmercaptoethanol
(obtenue en dissolvant 1 jIL de mercaptoethanol dans 20 mL d’H,0). Ajuster le pH entre 6 et
7 avec de I'acide acétique a 10 % ; additionner 375 PL de cette solution de iodure de sodium
aux 300 pl de la réaction de bisulfitation (soit Nal 6M /Bmercaptoethanol 1mM finale),
mélanger

- additionner 20 UL de EZ-Glassmilk® (Qbiogiene, Irvine, USA) a la solution ; incuber 30 minutes
a température ambiante en plagant le tube sur un agitateur rotatif ; centrifuger 10 secondes
a 5000 G, éliminer le surnageant

- lavage : additionner 1 mL d’éthanol a 70%, mélanger (vortex), centrifuger 10 secondes a
5000 G et éliminer le surnageant ; effectuer cette étape 3 fois au total ; au terme de cette
troisieme étape compléter I'élimination du surnageant résiduel par une centrifugation de 3
minutes a 10000 G

- désulfonation : ajouter au pellet 50 pL d’une solution de NaOH 300 mM / éthanol 90% (900
ML éthanol 100% + 100 pL NaOH 3M), mélanger (vortex) et incuber 15 minutes a 37°C;
centrifuger 10 secondes a 5.000 G, éliminer le surnageant

- lavage : ajouter 1 mL d’éthanol a 90%, mélanger (vortex), centrifuger 10 secondes a 5000 G
et éliminer le surnageant ; répéter cette étape une fois ; centrifuger a grande vitesse pendant
5 minutes pour éliminer tout surnageant résiduel

- évaporer 20 minutes a I'étuve a 50°C.
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Elution de ’ADN :

La derniéere étape permet de récupérer I’ADN par élution a partir du EZ-Glassmilk® :

- additionner 25 pL de Tris 1 mM pH 8.0, mélanger (vortex) et incuber 15 minutes a 60°C;
centrifuger 3 minutes a 10000 G et récupérer le surnageant ; répéter I'étape une fois
- passer I"éluat sur filtre (Spin modules and recovery tubes, MP biomedical, lllkirch, France)

pour éliminer toute trace de silice (1 minutes a 5000 G) ; stocker en aliquots a -20°C.

Protocole de conversion a haute concentration

Hayatsu et coll. ont récemment décrit une technique de bisulfitation reposant sur I'utilisation
d’une solution de bisulfite fortement concentrée a 10 M (vs 3,6M) [267], dans le but d’améliorer le
taux de conversion de cytosine en uracile, et de limiter ainsi le risque de faux positifs. 14 cas ont fait
I’objet d’une bisulfitation par une technique adaptée d’aprées Hayatsu et al.

La solution de bisulfite 10 M est préparée en mélangeant 2,08 g de bisulfite de sodium
(NaHSO;) avec 0,67 g de sulfite d’ammonium ((NH,),SOs-H,0) dans 5 mL d’une solution de sulfite
d’ammonium a 50% (NH;HSO3). La solution est mélangée jusqu’a dissolution compléte a 90°C.

La dénaturation de I’ADN est réalisée en portant 30 minutes a 37°C une solution constituée
de 1 ug d’ADN et 3 uL de NaOH 5 M, en complétant avec de I'’eau pour un volume final de 50 pL.

Aprés ajout de 250 pL de la solution de bisulfite 10 M, la réaction de bisulfitation est réalisée
en incubant 40 minutes a 70°C.

Pour la suite de la procédure (lavage, désulfonation et élution), nous avons utilisé le kit
Epitect® Bisulfite Kit 48 (Epigenomics, Qiagen GmbH, Hilden, Germany), permettant une purification
de I’ADN sur des colonnes. La forte molarité de la solution de bisulfite utilisée rend en effet peu

efficaces les lavages a I'éthanol a 70% utilisés dans la procédure standard.

2.4 MS-PCR

Choix des amorces

Les amorces choisies permettent I'amplification sélective soit de I’ADN méthylé,
reconnaissant ainsi des séquences ol les cytosines situées dans les dinucléotides CG restent
inchangées par rapport a la séquence native, soit au contraire de 'ADN non méthylé, toutes les
cytosines ayant ainsi été transformées en uracile. Deux paires d’amorces sens et antisens sont
choisies dans une région du promoteur de RARS2 contenant des dinucléotides CG (Eurogentec,

Angers, France) [268], a l'aide du logiciel Methprimer (www.urogene.com/methprimer/). Les
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amorces U permettent I'amplification de la séquence lorsqu’elle n’est pas méthylée, et les amorces

M de la séquence méthylée (figure 11).

1621 AATTCCCCCATGCGAGCTETTTGAGEACTGEGGATGCCGRAGAACGCGRAGCGATCCGAGCAG

RN N R R N N R N R RN R R A R N R N
1621 AATTTTTTTATGCGAGTTGTTTGAGGATTGGGATGTCGAGAACGCGAGCGATTCGAGTAG
1621 AATTTTTTTATGTGAGTTGTTTGAGGATTGGGATGTTGAGAAT GTGAGTGAT TTGAGTAG

1681 GGTTTGTCTGEGCACCGTCGEEETAGGATCCGEAACGCATTCGGAAGECTTTTTGCAAGT

RN R R R N R RS R R R N NN AR R NN NN
1681 GGTTTGTTTGEGTATCGTCGEGEETAGGATTCGEARCGTATTCGGAAGETTTTTTGTAAGT
1681 GGTTTGTTTGGGTATTGTCGGGETAGGATTTGGAATGTATTTGGAAGETTTTTTGTAAGT

1741 ATTTACTTEGRAGEAGARCTTGEGATCTTTCTGEGARCCCCCCECCCCEEOTGEATTGET

PEEEE=0rer et e t=re ==t rzzzzzdtzzzd+ o LITIITI:
1741 ATTTATTTGGAARGGAGAATTTGGGATTTTTT TGGGAATTTTTCGTTTCGGTTGGATTGGT

1741 ATTTATTTGGRAGERAGAATTTGCGEATTTTTTTGEGAATTTTTTGT TTTGGTT GGATT GGET

1801 CCRGCAAGCCTGGARRATGCTARATGATCATTTGGATCAATTACACGGCTTTTAGCTEGECT

ez trrrrrrrerrrerrerr=tereerrr=rrerr=eet=rrtrrr=rrnei
1801 CGAGTAAGTTTGGARAATGGTARATGATTATTTGGATTAATTATAGGTTTTTAGTTGGTT

1801 TGAGTAAGTTTGGRAARRATECTARATGATTATTTGGATTAATTATAGETTTTTACGTTEETT

Figure 11. Extrait de la séquence du promoteur de RARf2 et amorces de MS-PCR. Ligne supérieure :
séquence sauvage. Deuxieme ligne : séquence de I’ADN méthylé aprés conversion (C inchangée).
Troisieme ligne : séquence de I’ADN non méthylé aprés conversion (C converties en T). « +» :
dinucléotides CG ; « | » : bases inchangées ; « : » : C converties en T, hors CG (jamais méthylées). En
gras : amorces U sens et antisens. En gras et souligné : amorces M sens et antisens.

Protocole

Préparation des mélanges et amplification :

Les mélanges U et M sont préparés sous hotte a flux laminaire, comportant pour chaque tube
d’échantillon, en utilisant le kit Hot Star Taqg DNA polymerase 1000 U (Qiagen, Courtabeuf, France) : 1
puL d’amorces sens U ou M a 6 pmol/uL, 1 uL d’amorces antisens U ou M a 6 pmol/uL, 1 uL de
nucléotides 0,5 mM PCR nucleotide mix (Roche Diagnostics, Meylan, France), 2 uL de tampon Q10X
et 4 uL de tampon Q5X, 1,25 U de solution de Taq polymerase, 5,75 pL d’eau, 5 uL d’ADN bisulfité. La
PCR est réalisée dans I'appareil PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Walthalm, USA), en

utilisant des programmes spécifiques U et M :
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Programme U :
- Démasquage de la Taq polymerase : 15 minutes a 95°C

- 40 cycles dénaturation-hybridation-élongation :
0 Dénaturation : 45 secondes a 94°C
0 Hybridation : 45 secondes a 60°C
0 Elongation : 45 secondes a 72°C

- Elongation finale : 10 minutes a 72°C

Programme M :
- Démasquage de la Taq polymerase : 15 minutes a 95°C

- 40 cycles dénaturation-hybridation-élongation :
0 Dénaturation : 45 secondes a 94°C
0 Hybridation : 45 secondes a 55°C
0 Elongation : 45 secondes a 72°C

- Elongation finale : 10 minutes a 72°C

Electrophorése et révélation :

Les produits de PCR font I'objet d’une électrophorese sur gel d’acrylamide a 8% : 2 mL
d’acrylamide 40% (acrylamide-bis-acrylamide 19-1 mixture 40%, QBiogene), 1 mL de tampon Tris-
Borate-EDTA (TBE 10X, Euromedex), 7mL d’eau, 80 uL de persulfate d’ammonium a 10%, 10 pL de
tetramethylethylene-diamine 99% (Sigma-Aldrich Chemia GmbH). Une échelle de poids moléculaire
est utilisée (50 bp DNA Step Ladder, Promega), diluée au 1/10°™, ainsi que 3,3 pL de tampon de
charge par puits (Blue/orange 6X Loading Dye, Promega). Aprés migration 1 heure dans une solution
de TBE diluée au 1/10°™ (TBE 10X, Euromedex), la révélation repose sur une incubation 30 minutes

dans une solution au 1/10000°™ de SYBR Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen, lllkirch, France).

2.5 Pyroséquencage

Principe du pyroséquencage

Contrairement a la MS-PCR, le pyroséquencgage permet une approche quantitative du taux de
méthylation, sur des dinucléotides CG précis. Cette technique permet également de vérifier le taux
de conversion pour chaque échantillon, dans la région séquencée, et évite ainsi les faux positifs.
Aprés fixation de I'amorce de pyroséquencage au brin d’ADN a séquencer, des bases sont injectées
selon un ordre prédéfini. L'incorporation d’'une base (dans la continuité de I'amorce) entraine la

libération de phosphate, permettant la fabrication d’adénosine triphosphate (ATP) grace a I'activité
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d’une enzyme sulfurylase. L'ATP sert ensuite de substrat a une luciférase, émettant un signal
lumineux capté par l'appareil. En cas d’incorporation successive de plusieurs bases, plusieurs
phosphates sont libérés, et le signal lumineux est proportionnel a la quantité de bases incorporées.
L’excés de bases et les métabolites sont ensuite éliminés, et une nouvelle base est injectée (figure
12). Les différents pics obtenus sont enregistrés et analysés a I'aide d’un logiciel dédié, permettant

de déterminer la séquence, et de quantifier d’éventuelles variations de bases ciblées.

A Sulfurylase
. Polymerase | APSHPPI AP Light
3 CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA 2
EEEERE 77 EEEEREE luciferin  oxyluciferin
i A 11 | [l i
8 GcaceCl A\
Luciferase |
ATP Light el
o
Time
Nucleotide incorporation generates th!
seen as F‘EUL mn rhl‘? P)"F':Jg"(“” frace
Polymerase
(DNA), + dNTP » (DNA),, + P
Apyrase
dNTP —————» dNDP + dNMP + phosphate
Apyrase
ATP —=———* ADP + AMP + phosphate
Nucleotide sequence
G C - A GG CC 1) -
& & 24 K W ¥ G
Nucleotide added e

Figure 12. Principe du pyroséquengage. (A) L'incorporation d’une base entraine la libération de
phosphate. (B) Le phosphate permet la synthése d’ATP grace a une enzyme a activité sulfurylase.
L'ATP sert de substrat a la luciférase, entrainant I'émission d’un pic. (C) La hauteur du pic est
proportionnelle a la quantité de base incorporée a chaque injection. (D) Appareil Pyromark Q24
(Qiagen). Source : Qiagen (www.giagen.com).

Protocole

La premiere étape, réalisée dans notre laboratoire, consiste a amplifier par PCR la région

d’intérét. Les amorces sens et antisens sont choisies en dehors des dinucléotides CG, afin d’amplifier
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de facon indifférente I’ADN qu’il soit méthylé ou non. Elles sont choisies préférentiellement dans des
zones ou I’ADN sauvage contient d’assez nombreuses cytosines hors dinucléotides CG, converties en
U (T apres PCR) grace a la réaction de bisulfitation: la PCR permet ainsi d’amplifier
préférentiellement ’ADN converti (figure 13). L'amorce sens est couplée a une molécule de biotine,

permettant la purification des amplicons (source des amorces : Eurogentec, Angers, France).

1621 RATTCCCCCATGCGAGCTGT TTGAGGACTGGGATGCCGAGRACGCGAGCGATCCGAGCAG

N N e N R R R AR R RS RN N e AR RS e N R N
1621 RATTTTTTTATGCGAGTTGT ITGAGGATTGGGATGTCGAGAACGCGAGCGATTCGAGTAG
1621 RATTTTTTTATGTGAGTTGT ITGAGGATTGGGATGTTGAGRAT GTGAGT GATTTGAGTAG

TTGTTTGAGGATTGGGATST—

1681 GGTTTGTCTGGGCACCGTCGGGGTAGGATCCGGRACGCATTCGGRAAGGC TTTTTGCRAGT

N N e R RN RN e RN RN E RN R N RN R
1681 GGTTTGTTTGGGTAT CGTCGGGGTAGGATTCGGRACGTATTCGGAAGGT TTTTTGTAAGT
1681 GGTTTGTTTGGGTAT TGTCGGGGTAGGATTIGGRATGTATTTGGAAGGT TTTTTGTARGT

1741 ATTTACTTGGRAGGAGRACT TGGGATCTTTCT GGGRACCCCCCGCCCCGGCTGGATTGET

NN R R R RN RN R RN A R R R R R L L EA R R R
1741 ATTTATTTGGRAGGAGAATTTGGGAT TTTTTTGGGAAT TTTTCGITTCGGTTGGATTGET

1741 ATTTATTTGGRAGGRAGRAATTTGGGATTTTTTT GEGAAT TTTTTGTTTTGGTTGGATTGET

1801 CGAGCRAAGCCTGGARRATGGTRAARATGATCATT TGGATCAATTACAGGCTTTTAGCTGGCT

Ltz rrrrrrrre e e =t reerr= e e r e rrred
1801 CGAGTARGTTTGGRRAATGGTARATGATTATT TGGATTARTTATAGGTTTTTAGT TGGTT
1801 TGAGTAAGT TTGGAAAATGGTARATGATTATT TGGATTAATTATAGGTTTTTAGT TGGTT

—TTCAAACCTTTTACCATTTACTAATAAAC

Figure 13. Extrait de la séquence du promoteur de RARS2 et amorces de PCR de pyroséquengage.
Ligne supérieure : séquence sauvage. Deuxieme ligne : séquence de I’ADN méthylé aprées conversion
(C inchangées). Troisieme ligne : séquence de ’ADN non méthylé aprés conversion (C converties en
T). « + » : dinucléotides CG ; « | » : bases inchangées ; « : » : C converties en T, hors CG. En italique :
amorces sens et antisens. En gris: zone séquencée. En gras: bases faisant l'objet d’une
quantification (rapport C/T).

La PCR est réalisée a I'aide du kit Pyromark PCR (Qiagen, Courtabeuf, France), conformément
aux instructions du constructeur. Les échantillons sont testés sur I'appareil PTC-200 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Walthalm, USA), en utilisant le programme suivant :

- Démasquage de la Taq polymerase : 15 minutes a 95°C
- 40 cycles dénaturation-hybridation-élongation :

0 Dénaturation : 30 secondes a 94°C
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0 Hybridation : 30 secondes a 56°C
0 Elongation : 30 secondes a 72°C

- Elongation finale : 10 minutes a 72°C

A la fin de la PCR, la quantité d’ADN obtenue est évaluée grace la migration sur un gel
d’agarose a 2,5%, en utilisant un marqueur de poids moléculaire (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen)

et en déposant par puits 4 L des 30 plL obtenus a la fin de la réaction.

L'amorce de pyroséquencgage choisie est la méme que I'amorce antisens de PCR, permettant
en séquengant 23 bases de contrdler le taux de conversion et d’analyser trois dinucléotides CG
(figure 13). La séquence d’injection des nucléotides est optimisée pour permettre la quantification de
la conversion et de la méthylation des CG: C-G-A-C-T-A-C-A-G-A-C-A-T-C-A-T-C-A-A-G-A-T-C-A-A-G-A-

A-T. La zone séquencée couvre les mémes dinucléotides CG que I'amorce antisens de MS-PCR.

La suite des techniques est réalisée dans la plate-forme d’oncologie moléculaire InCa (Institut
National du Cancer) de Dijon (Pr Piard). L’étape de purification des amplicons repose sur I'utilisation
de la solution Pyromark Binding Buffer (Qiagen) et de billes de streptavidine Sepharose High
Performance (GE Healthcare, Uppsala, Sweden), apres agitation de 10 minutes puis utilisation du
systeme d’aspiration sous vide dédié (Pyromark Vacuum Workstation, Qiagen), suivie de bains
successifs de 5 a 10 secondes dans I’éthanol a 70°C, la solution Pyromark Denaturation Solution
(Qiagen) et le tampon Pyromark Wash Buffer (Qiagen), conformément aux instructions du
constructeur. L’hybridation de I'amorce de pyroséquencgage a I'amplicon purifié est obtenue aprés
dénaturation 2 minutes a 80°C, et agitation 5 minutes a température ambiante, en utilisant le
tampon Pyromark Annealing Buffer (Qiagen). Apres préparation de la cartouche d’injection
comportant les enzymes, les substrats et les nucléotides (Pyromark Gold Q24 Reagents, Qiagen), le
pyroséquencage est réalisé sur I'appareil PyroMark Q24 (Qiagen). L’analyse des données est réalisée
a I'aide du logiciel PyroMark Q24 1.0.10.

L'indice de méthylation est la moyenne des taux mesurés pour chacun des 3 nucléotides CG.
Un échantillon est considéré comme méthylé si I'indice est supérieur ou égal a 6%, sous réserve d’un

taux de conversion supérieur a 95%.

Mesure du taux de conversion d’une séquence externe au promoteur de RARf32 avec

comparaison des deux techniques de conversion de 'ADN

Afin d’évaluer I'efficacité globale de la conversion et de comparer I'efficacité des deux

techniques de conversion de I’ADN (classique [3,6M en bisulfite] vs solution a haute concentration
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[10M]), une réaction de PCR a été développée. Elle amplifie une séquence de 63 nucléotides
(position 17632946 a 17633008, GRCh37, chromosome 11), dépourvue de dinucléotides CG.
Contrairement aux amorces choisies pour la PCR de pyroséquencage pour I'analyse du promoteur de
RARf2, les amorces de PCR ne contiennent pas de cytosine dans le brin sens: la PCR est ainsi
indépendante de l'efficacité de conversion et de la méthylation. La séquence amplifiée comporte

trois répétitions de deux cytosines (hors CG) dont le séquencage permet de quantifier la conversion.
Les amorces utilisées sont les suivantes :
- Amorce sens de PCR : 5" AGATGAGGGATGGGTTGG 3’
- Amorce anti-sens de PCR : biotine-CACTCATTCCCCAATCCTCT 3’
- Amorce de séquengage : 5' GAGGGATGGGTTGGA 3’

Si la conversion de I’ADN est efficace, les 6 cytosines présentes sont converties en uraciles, et

sont remplacées par des thymines dans les brins générés aprés PCR.

Cette technique de vérification du taux de conversion a été réalisée sur 5 échantillons
convertis avec les deux techniques. La réaction de PCR est réalisée a partir de 1uL d’ADN converti, a
I'aide du kit Pyromark PCR (Qiagen). Le pyroséquencage est réalisé selon le méme protocole que
pour I'analyse du statut de méthylation, en optimisant la séquence d’injection des nucléotides pour

permettre I'analyse de 2 paires de cytosines : T-G-C-T-C-A-T-G-C-T-C-A.

Enfin, I'analyse du statut de méthylation du promoteur de RARS2 est réalisée a partir de 7
échantillons (dont deux témoins), convertis chacun selon les deux techniques, afin de comparer les

résultats obtenus en pyroséquencage en fonction de la technique de conversion utilisée.

2.4 Analyse statistique

L’analyse statistique est réalisée a I'aide des tests précédemment décrits (cf. 1.4).

3. Analyse de I’exon 15 de BRAF

3.1 Sélection du matériel tumoral

La recherche de la mutation T1799A du géne BRAF est recherché dans 33 cas, dont 19

carcinomes papillaires et 14 carcinomes indifférenciés/anaplasiques. A titre de témoin négatif, 10
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parenchymes thyroidiens sains sont également testés. La technique est effectuée avec I’ADN extrait

sur bloc de paraffine (cf. 11.2.2).

3.2 Séquencage

Le séquencage est réalisé dans le service de Génétique (CHU de Nancy), a l'aide de
I"analyseur génétique ABI 3130 (Applied Biosytems, Foster City, USA), en utilisant 0,05 ug d’ADN par
échantillon. Ce séquenceur, reposant sur une automatisation de la technique de Sanger, comporte
un systeme d’électrophorése a 4 capillaires et de détection multicanaux. La réaction de séquencage
produite par PCR génére des fragments porteurs de fluorophores terminaux, le rapport entre
didésoxyribonucléotides et désoxyribonucléotides étant optimisé de telle fagon que statistiquement
toutes les copies intermédiaires de la séquence étudiée sont synthétisés. L’'intégration de
didésoxyribonucléotide empéche en effet la poursuite de la polymérisation, et a chaque type de
didésoxyribonucléotide est associé un fluorophore spécifique. Apreés injection électrocinétique des
fragments d’ADN, ces derniers sont soumis a électrophorese, les différents fragments générés
migrant plus ou moins vite en fonction de leur taille. La migration des fragments fluorescents au
travers d'une cellule de détection permet au systeme optique du séquenceur (laser et caméra CCD)
de mesurer la fluorescence de chacun de ces fragments et de transmettre ces informations a

|'ordinateur.

La premiére PCR a pour but d’amplifier la région d’intérét a séquencer, dans I'exon 15 de

BRAF, en utilisant les amorces suivantes :

- Amorce sens : 5 TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG 3’
- Amorce anti-sens : 5 GTAACTCAGCAGCATCTCAGGG 3’

Le mélange de PCR comporte 0,05 ug d’ADN, 1 U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), 1,5
mM de MgCl2, 0,2 mM de chaque dNTP, 1X de Gold Buffer (Applied Biosystems) et 0,4 uM de chaque

amorce. Les parametres de PCR sont les suivants :

- Démasquage de la Taq polymérase : 10 minutes a 95°C
- 40 cycles dénaturation-hybridation-élongation :

0 Dénaturation : 30 secondes a 95°C

0 Hybridation : 30 secondes a 54°C

0 Elongation : 45 secondes a 72°C

- Elongation finale : 7 minutes a 72°C
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Les produits de PCR sont purifiés a I'aide du systéme Exosap-IT (GE Healthcare),
conformément aux instructions. La PCR de séquencage est réalisée avec le kit Big Dye Terminator
v1.1 CycleSeq Kit (Applied Biosystems), puis les produits sont purifiés avec le kit Sephadex G50 (GE

Healthcare) avant réalisation du séquencage.

La séquence de référence, d’aprés les recommandations de la HGVS (Human Genome

Variation Society), est la suivante : NM_004333.4(BRAF).

3.3 Analyse statistique

L'analyse statistique est réalisée a I'aide des tests précisés plus haut (cf. 1.4). On recherche
une corrélation entre la mutation de BRAF et les principaux parametres clinico-pathologiques, les

anomalies d’expression immunohistochimique et le statut de méthylation de RARS2.
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I1l. Résultats

1. Etude immunohistochimique de RARa, RARf, RXRa et RXRf3

Les résultats sont reportés dans le tableau 6 (résultats par type histologique). L'étude
immunohistochimique est interprétable dans 89% (77/87) des cas pour RARa, 98% (85/87) pour
RARB, 97% (84/87) pour RXRa et 89% (77/87) pour RXRB. Dans les cas non analysables, on n’obtient
pas de signal significatif dans le parenchyme sain ni dans le stroma tumoral, ne permettant alors pas

I’analyse comparative des structures tumorales.

RAR«a

Dans le tissu sain, I'expression de RARa est nucléaire, et s’Taccompagne fréquemment d’'un

signal cytoplasmique de faible intensité (figure 15A).

L'expression de RARa (figure 14) est anormale (expression nucléaire diminuée ou expression
cytoplasmique exclusive) dans 61% (11/18) des adénomes, et dans 76% (45/59) des carcinomes
(figure 15B), le plus souvent par séquestration cytoplasmique (64% : 38/59). On note un taux
significativement plus élevé d’expression anormale dans les carcinomes bien différenciés (papillaires
et vésiculaires; 86% : 38/44) que dans les carcinomes indifférenciés/anaplasiques (47% : 7/15)
(p=0,006). Il n'y a pas de différence significative entre carcinome papillaire et carcinome vésiculaire

(p=0,13).

Les anomalies d’expression ne pas sont significativement plus fréquentes dans les
carcinomes que les adénomes (p=0,33), cependant en limite de significativité pour les carcinomes
bien différenciés (p=0,06). La présence d’une expression anormale de RARa a pour le diagnostic de
carcinome vésiculaire une VPP de 48%, une VPN de 64%, une sensibilité de 71% et une spécificité de
39%, et pour le diagnostic de carcinome bien différencié une VPP de 78%, une VPN de 54%, une

sensibilité de 86% et une spécificité de 39%.

I n’y a pas de corrélation significative entre les anomalies d’expression de RARa et |a taille de
la tumeur (p=0,48), la présence de métastase ganglionnaire (p=0,89), de métastase viscérale (p=0,54)

ou d’effraction capsulaire (p=0,35).
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Figure 14. Expression immunohistochimique de RARa (exprimée en pourcentage rapporté
au total des cas analysables).
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Figure 15. Immunohistochimie, RARa. (A) Parenchyme normal : expression nucléaire prédominante
de RARa. (B) Carcinome papillaire : expression cytoplasmique de RARa (immunohistochimie avec
amplification tyramine-biotine, x400).
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RAR(B
Dans le tissu sain, I'expression de RARB est constamment nucléaire (figure 17A).

On constate un signal normal pour RARB (figure 16) dans 83% des adénomes (15/18), 2 cas
présentant une séquestration cytoplasmique, et un cas une baisse d’expression nucléaire.
L’expression de RARP est anormale dans 67% des carcinomes (45/67) (figure 17B), principalement

par diminution de I'expression nucléaire (60% : 40/67).

Le taux d’expression anormale (expression nucléaire diminuée ou expression cytoplasmique
exclusive) de RARP est significativement plus élevé pour les carcinomes bien différenciés (82% :
41/50) que pour les carcinomes indifférenciés/anaplasiques (24% : 4/17) (p<0,0001). Il n’y a pas de

différence significative entre carcinome papillaire et carcinome vésiculaire (p=0,69).

Les anomalies d’expression sont significativement plus fréquentes dans les carcinomes que
dans les adénomes (p<0,0005), et en particulier dans les carcinomes vésiculaires que dans les
adénomes (p<0,0001). La présence d’une expression anormale de RARB a pour le diagnostic de
carcinome vésiculaire une VPP de 81%, une VPN de 94%, une sensibilité de 93% et une spécificité de
83%, et pour le diagnostic de carcinome bien différencié une VPP de 93%, une VPN de 63%, une

sensibilité de 82% et une spécificité de 83%.

Il n’y a pas de corrélation significative entre les anomalies d’expression de RARB et la taille de
la tumeur (p=0,34), la présence de métastase ganglionnaire (p=0,09), de métastase viscérale (p=0,64)

ou d’effraction capsulaire (p=0,09).
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Figure 16. Expression immunohistochimique de RARP (exprimée en pourcentage rapporté au total

des cas analysables).

Figure 17. Immunohistochimie, RARB. (A) Tissu sain : expression nucléaire intense de RARB (contre-
coloration hématoxyline). (B) Carcinome papillaire : baisse de I'expression nucléaire dans les cellules
tumorales (en bas), par rapport aux cellules fibroblastiques (en haut). L’absence de contre-coloration
facilite I'analyse de l'intensité du signal nucléaire (immunohistochimie avec amplification tyramine-
biotine, x400).
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RXRa
Dans le tissu sain, I'expression de RXRa est constamment nucléaire.

L’expression de RXRa (figure 18) est normale dans 78% (14/18) des adénomes (figure 19A), et
anormale (expression nucléaire diminuée ou expression cytoplasmique exclusive) dans 65% (43/66)
des carcinomes (figure 19B), majoritairement par baisse ou absence d’expression nucléaire (54% :

36/66). Il n’y a pas de différence significative entre les différents types de carcinome (p>0,5).

Il'y a significativement plus d’anomalies d’expression de RXRa dans les carcinomes que dans
les adénomes (p=0,003), et en particulier dans les carcinomes vésiculaires que dans les adénomes
(p=0,03). Pour le diagnostic de carcinome vésiculaire, I'expression anormale de RXRa a une VPP de
69%, une VPN de 74%, une sensibilité de 64% et une spécificité de 78%, et pour le diagnostic de
carcinome bien différencié une VPP de 89%, une VPN de 45%, une sensibilité de 65% et une

spécificité de 78%.

Il n’y a pas de corrélation significative entre les anomalies d’expression de RXRa et la taille de
la tumeur (p=0,8), la présence de métastase ganglionnaire (p=0,22), de métastase viscérale (p=0,09)

ou d’effraction capsulaire (p=0,8).
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Figure 18. Expression immunohistochimique de RXRa (exprimée en pourcentage rapporté au total
des cas analysables).
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Figure 19. Immunohistochimie, RXRa. (A) Adénome vésiculaire : expression nucléaire conservée de
RXRa dans I'adénome (en haut), comparativement au parenchyme normal (en bas). (B) Carcinome
vésiculaire : expression cytoplasmique de RXRa dans les cellules tumorales (immunohistochimie avec
amplification tyramine-biotine, contre-coloration hématoxyline, x200).
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RXRP

Dans le tissu sain, I'expression de RXRB est variable, de type mixte nucléaire et

cytoplasmique, ou dans plus de deux tiers des cas exclusivement cytoplasmique.

L’expression de RXRB (figure 20) est anormale dans 83% (15/18) des adénomes (figure 21A),
(78% : 14/18), et dans 81% (48/59) des carcinomes, principalement par séquestration cytoplasmique

(figure 21B). Il n’y a pas de différence significative entre les différents types de carcinome.

Le taux d’expression anormale de RXRp est significativement plus élevé pour les carcinomes
bien différenciés (91% : 41/45) que pour les carcinomes indifférenciés/anaplasiques (46% : 6/13)
(p=0,001). Il n’y a pas de différence significative entre carcinome papillaire et carcinome vésiculaire

(p=0,09).
Il n’y a pas de différence significative entre adénome et carcinome (p=0,09).

Il n’y a pas de corrélation significative entre les anomalies d’expression de RXRp et la taille de
la tumeur (p=0,21), la présence de métastase ganglionnaire (p=0,11), de métastase viscérale (p=0,12)
ou d’effraction capsulaire (p=0,29). Il y a cependant significativement moins souvent de

séquestration cytoplasmique en cas de métastase ganglionnaire (p=0,025).
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Figure 20. Expression immunohistochimique de RXRB (exprimée en pourcentage rapporté
au total des cas analysables).

Figure 21. Immunohistochimie, RXRB. (A) Adénome vésiculaire : expression cytoplasmique de RXRp
dans I'adénome vésiculaire (en haut), mais également dans le parenchyme normal (en bas). (B)
Carcinome indifférencié/anaplasique : signal cytoplasmique (immunohistochimie avec amplification
tyramine-biotine, contre-coloration hématoxyline, x400).
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Performances diagnostiques de I'utilisation combinée des différents anticorps

Les performances diagnostiques (VPP, VPN, sensibilité, spécificité) des différents anticorps,
seuls ou en association, pour le diagnostic de carcinome vésiculaire, de carcinome papillaire et de
carcinome bien différencié (papillaire ou vésiculaire) sont rapportés dans les tableaux 3, 4 et 5. En
raison de sa tres faible spécificité (17%), RXRB n’a pas été pris en compte dans les combinaisons des

différents anticorps.

En pratique diagnostique, la meilleure combinaison semble I'utilisation des anticorps anti-
RARP et -RXRa : en retenant comme critére de malignité la présence d’une expression anormale pour
au moins un des deux récepteurs, la sensibilité et la spécificité sont respectivement de 100% et 72%
pour le diagnostic de carcinome vésiculaire, et de 94% et 72% pour le diagnostique de carcinome

bien différencié (papillaire ou vésiculaire).

Combinaison RARB Combinaison RARa, RARP et
Performances et RXRa RXRa
diagnostiques RARa RARB RXRa RXRPB
1/2 2/2 1/3 2/3 3/3
VPP 48% 81% 69% 38% 74% 80% 54% 71% 78%
(IC 95%) (26-70) (54-96) (39-91) (19-59) (49-91) (70-99) (33-73) | (42-92) | (40-97)
VPN 64% 94% 74% 50% 100% 73% 100% 78% 70%
(1IC 95%) (31-89) | (70-100) (49-91) (12-88) (75-100) | (50-89) | (54-100) | (52-94) | (47-87)
Sensibilité 71% 93% 64% 75% 100% 57% 100% 71% 50%
(IC 95%) (42-92) | (66-100) (35-87) (43-95) (77-100) | (29-82) | (77-100) | (42-92) | (23-77)
Spécificité 39% 83% 78% 17% 72% 89% 33% 78% 89%
(1C 95%) (17-64) (59-96) (52-94) (4-41) (47-90) (65-99) (13-59) | (52-94) | (65-99)

Tableau 3. Carcinome vésiculaire. Performances diagnostiques des différents anticorps pour le
diagnostic de carcinome vésiculaire, seuls ou en association: une expression anormale (baisse
d’expression nucléaire ou séquestration cytoplasmique) est retenue comme critére de malignité.
1/2 : signal anormal constaté pour I'un des deux récepteurs; 2/2 : pour les deux récepteurs; 1/3:
pour un récepteur sur trois ; 2/3 : pour deux récepteurs sur trois ; 3/3 : pour les trois récepteurs.
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Combinaison RARB | Combinaison RARa, RARP et
Performances et RXRa RXRa
) . RARa RARB RXRa RXRB
diagnostiques
1/2 2/2 1/3 2/3 3/3
VPP 72% 90% 85% 68% 86% 90% 68% 86% 87%
(1C 95%) (55-85) (74-98) (66-96) (53-81) (70-95) | (70-99) | (50-82) | (67-96) | (60-98)
VPN 78% 65% 54% 75% 81% 55% 86% 88% 55%
(1C 95%) (40-97) (43-84) (33-73) (19-99) (54-96) | (36-74) | (42-100) | (62-98) | (36-74)
Sensibilité 93% 78% 66% 97% 91% 59% 96% 92% 50%
(1C 95%) (78-99) (61-90) (48-81) (84-100) (76-98) | (41-76) | (80-100) | (75-99) | (30-70)
Spécificité 39% 83% 78% 17% 72% 89% 33% 78% 89%
(1C 95%) (17-64) (59-96) (52-94) (4-41) (47-90) | (65-99) | (13-59) | (52-94) | (65-99)

Tableau 4. Carcinome papillaire. Performances diagnostiques des différents anticorps pour le
diagnostic de carcinome papillaire, seuls ou en association: une expression anormale (baisse
d’expression nucléaire ou séquestration cytoplasmique) est retenue comme critére de malignité.
1/2 : signal anormal constaté pour I'un des deux récepteurs; 2/2 : pour les deux récepteurs; 1/3:
pour un récepteur sur trois ; 2/3 : pour deux récepteurs sur trois ; 3/3 : pour les trois récepteurs.

Combinaison Combinaison RARa, RARP et
Performances RARP et RXRa RXRa
) . RARa RARB RXRa RXRB
diagnostiques
1/2 2/2 1/3 2/3 3/3
VPP 78% 93% 89% 73% 90% 93% 76% 89% 91%
(1C 95%) (63-88) | (81-99) | (74-97) | (60-84) | (78-97) | (77-99) (63-87) (75-97) (71-99)
VPN 54% 63% 45% 43% 81% 46% 86% 70% 44%
(IC 95%) (25-81) | (41-81) | (27-64) | (4-71) | (54-96) | (29-63) (42-100) (46-88) (28-62)
Sensibilité 86% 82% 65% 91% 94% 59% 98% 85% 50%
(IC 95%) (73-95) | (69-91) | (50-78) | (79-98) | (82-99) | (43-73) (87-100) (70-94) (34-66)
Spécificité 39% 83% 78% 17% 72% 89% 33% 78% 89%
(IC 95%) (17-64) | (59-96) | (52-94) | (4-41) | (47-90) | (65-99) (13-59) (52-94) (65-99)

Tableau 5. Carcinome bien différencié. Performances diagnostiques des différents anticorps pour le
diagnostic de carcinome bien différencié (papillaire ou vésiculaire), seuls ou en association : une
expression anormale (baisse d’expression nucléaire ou séquestration cytoplasmique) est retenue
comme critére de malignité. 1/2 : signal anormal constaté pour I'un des deux récepteurs ; 2/2 : pour
les deux récepteurs; 1/3: pour un récepteur sur trois; 2/3 : pour deux récepteurs sur trois; 3/3:
pour les trois récepteurs.

Corrélation entre les profils d’expression des différents récepteurs

On constate une corrélation significative entre les anomalies d’expression de RARPB et de
RXRa (p=0,03), entre RARa et RXRB (p=0,001) et, en limite de significativité, entre RARa et RARPB

(p=0,05). Il n’a pas de corrélation significative entre les autres anticorps (p>0,1).
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Expression Type RARa RARpB RXRa RXRB
Adénomes 7 (39%) 15 (83%) 14 (78%) 3 (17%)
Carcinomes 14 (24%) 22 (33%) 23 (35%) 11 (19%)
Normale Papillaires 2 (7%) 8 (22%) 12 (34%) 1(3%)
Vésiculaires 4 (29%) 1(7%) 5 (36%) 3 (25%)
Indifférenciés 8 (53%) 13 (76%) 6 (35%) 7 (54%)
Adénomes 11 (61%) 3 (17%) 4 (22%) 15 (83%)
Carcinomes 45 (76%) 45 (67%) 43 (65%) 48 (81%)
Anormale Papillaires 28 (93%) 28 (78%) 23 (66%) 32 (97%)
Vésiculaires 10 (71%) 13 (93%) 9 (64%) 9 (75%)
Indifférenciés 7 (47%) 4 (24%) 11 (65%) 6 (46%)
Adénomes 0 (0%) 1(6%) 0 (0%) 1(6%)
Carcinomes 7 (12%) 40 (60%) 36 (54%) 16 (27%)
Diminuée Papillaires 3 (10%) 26 (72%) 20 (57%) 14 (42%)
Vésiculaires 2 (14%) 10 (71%) 7 (50%) 1(8%)
Indifférenciés 2 (13%) 4 (24%) 9 (53%) 1 (8%)
Adénomes 11 (61%) 2 (11%) 4 (22%) 14 (78%)
Carcinomes 38 (64%) 5(7%) 7 (11%) 32 (54%)
Séquestration —
cytoplasmique Papillaires 25 (83%) 2 (6%) 3 (9%) 18 (55%)
Vésiculaires 8 (57%) 3(21%) 2 (14%) 8 (67%)
Indifférenciés 5(33%) 0 (0%) 2 (12%) 5(38%)
Total 77 (89%) 85 (98%) 84 (97%) 77 (89%)
Adénomes 18 (100%) | 18 (100%) 18 (100%) 18 (100%)
Total des cas Carcinomes 59 (86%) 67 (97%) 66 (96%) 59 (84%)
analysables Papillaires 30 (79%) 36 (95%) 35 (92%) 33 (87%)
Vésiculaires 14 (100%) 14 (100%) 14 (100%) 12 (86%)
Indifférenciés 15 (88%) 17 (100%) 17 (100%) 13 (77%)

histologique. Les pourcentages sont rapportés au total des cas analysables.

Tableau 6. Expression immunohistochimique de RARa, RARB, RXRa et RXRB en fonction du type
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2. Détermination du statut de méthylation de RARS2

2.1 MS-PCR
Technique classique de conversion

Parmi les 49 cas de carcinomes testés, 47 sont analysables : dans 2 cas, aucune amplification

n’est retrouvée au terme de la MS-PCR.

On constate une méthylation du promoteur de RARS2 dans 20% (2/10) des parenchymes
thryroidiens sains testés (figure 22), se caractérisant par I'apparition d’une faible bande en M. Une
faible bande en M est également mise en évidence dans certains échantillons de parenchyme
pulmonaire sain de patient non fumeur, utilisés comme témoin négatif, dans un tiers des séries de
MS-PCR. Une méthylation est retrouvée dans I’'ensemble des séries pour le témoin positif (carcinome

pulmonaire).

Une méthylation du promoteur de RARS2 est mise en évidence dans 50% (9/18) des

adénomes vésiculaires (figure 22).

Une méthylation du promoteur de RARf2 est détectée dans 55% (26/47) des carcinomes
(figure 23) :

- Carcinomes papillaires : 56% (10/18)
- Carcinomes vésiculaires : 46% (6/13)

- Carcinomes indifférenciés/anaplasiques : 62% (10/16)

Il ny a pas de corrélation significative entre le statut de méthylation de RARS2 et les

anomalies d’expression immunohistochimique de RARB (p>0,5).
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C+ PS1 B11 B12

PS4 PS5 B17 B18

Figure 22. MS-PCR. Tissu thyroidien sain et adénomes. Présence d’'une bande M témoignant d’une
méthylation du promoteur de RARB2 dans les échantillons PS5, B11, B12 et B17, absence de
méthylation pour les autres échantillons. C+ : contréle positif (carcinome épidermoide pulmonaire).
PS : parenchyme thyroidien normal. B : adénome vésiculaire. U : amorce non méthylée. M : amorce
méthylée.

Figure 23. MS-PCR. Carcinomes et adénomes. Présence d’une méthylation du promoteur de RARS2
dans les cas 18 (carcinome papillaire), 9 (carcinome papillaire), B7 (adénome vésiculaire), B1
(adénome vésiculaire), 5 (carcinome papillaire) et 59 (carcinome indifférencié/anaplasique). C+:
controle négatif (parenchyme pulmonaire sain de patient non fumeur). C+: contréle positif
(carcinome épidermoide pulmonaire). U : amorce non méthylée. M : amorce méthylée.
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Conversion a haute concentration de bisulfite

Dans les deux séries de MS-PCR réalisées, le témoin négatif ne présente pas de bande de

méthylation, et le témoin positif présente une hyperméthylation du promoteur de RARS2.

Parmi les 11 carcinomes testés, on constate en MS-PCR une méthylation dans 27% (3/11) des

cas :

- Carcinomes papillaires : 50% (2/4)

- Carcinomes vésiculaires : 0% (0/4)

- Carcinomes indifférenciés/anaplasiques : 33% (1/3)

33% (1/3) des adénomes présentent une hyperméthylation de RARfS2.

Les 4 cas positifs en MS-PCR avec cette technique de conversion le sont aussi avec la

technique classique (tableau 7). Parmi les 10 cas négatifs, 8 comportent une bande de méthylation

avec la technique classique de conversion.

. Technique classique Conversion a .
Echantillon Type haute concentration
Statut Intensité Statut Intensité

9 pap M 3 M 3
18 pap M 3 M 1
31 pap M 1 U 0
35 pap M 2 u 0
48 ana M 3 U 0
51 ves M 3 U 0
55 ves M 3 U 0
56 ves M 2 U 0
60 ana M 2 M 1
65 ana M 3 U 0
70 ves U 0 U 0
B10 adé U 0 U 0
B13 adé M 2 U 0
B18 adé M 2 M 1

Tableau 7. Comparaison des résultats obtenus en MS-PCR en fonction de la technique de

conversion utilisée. pap : carcinome papillaire; ana:

carcinome vésiculaire ; adé : adénome vésiculaire. M : méthylation. U : absence de méthylation.

carcinome indifférencié/anaplasique ; ves:
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2.2 Pyroséquencage

Statut de méthylation de RARB2

68 échantillons sont analysables (41 carcinomes, 18 adénomes et 9 tissus sains) : pour les 9
échantillons non analysables (8 carcinomes, 1 tissu sain), la quantité d’ADN est trop faible, ne

permettant pas d’obtenir des pics de hauteur suffisante.
Le taux moyen de conversion dans la séquence analysée est de 97% (min : 92%, max : 99%).

Les deux cas de carcinomes pulmonaires testés comme témoins positifs présentent une

hyperméthylation du promoteur de RARS2, au contraire du témoin négatif (figure 24).

On ne constate de méthylation du promoteur de RARS2 dans aucun des tissus sains (0/9) ou

des adénomes (0/18).

Seuls 2 (2,5%) des 41 carcinomes analysables en pyroséquengage présentent une
méthylation du promoteur de RARS2 (figure 25) :
- Carcinomes papillaires : 0% (0/15)
- Carcinomes vésiculaires : 0% (0/12)

- Carcinomes indifférenciés/anaplasiques : 14% (2/14, cas n°60 et 63)

Le cas n°60 présente un indice de méthylation de 6% (taux de conversion : 96% ; CG : 7%, 3%
et 8%), et le cas n°63 un indice de méthylation de 32% (taux de conversion : 98% ; CG : 36%, 27% et
32%).

Il 'y a pas de différence significative entre carcinomes bien différenciés et carcinomes

indifférenciés/anaplasiques (p=0,13).

Parmi les 35 cas testés en MS-PCR (conversion classique) présentant une bande de
méthylation, la méthylation du promoteur de RARS2 n’est confirmée en pyroséquengage que dans 2
cas : le taux de faux positifs en MS-PCR est de 94%, et de faux négatifs de 0% (sensibilité : 100% ;
spécificité : 6%). Il n’y a de méthylation que dans un des 4 cas positifs en MS-PCR avec la technique

de conversion a haute concentration.

Les 2 cas de carcinome indifférencié/anaplasique avec méthylation du promoteur de RARS2

ne présentent pas de baisse d’expression de RARB en immunohistochimie.
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Figure 24. Pyroséquencgage, témoins. (A) Parenchyme pulmonaire sain : absence de méthylation du
promoteur de RARS2. (B) et (C) Carcinomes pulmonaires : méthylation du promoteur de RARS2 au
niveau de 3 dinucléotides CG, se caractérisant par la présence d’un pic lors de l'injection de G

(fleches).

91



A Conv. : 99% Met. ; 2% Met. : 1% Met. : 2%

T |0 b . e e

ahalEEE R R e L T R e A A T e e

J:
25

B Conv. ; 98% Met. : 36% Met. : 27% Met. ; 32%

o 111 | Cornicmx i R e T R B T i s ki wa ki Wk ke ik PR S SRR SRR 12 1 i et

200

Figure 25. Pyroséquencage. (A) Carcinome vésiculaire : absence de méthylation du promoteur de
RARS2 (taux non significatif inférieur a 5%). (B) Carcinome indifférencié/anaplasique : méthylation du
promoteur de RARS2 (fleches).

Controéle du taux de conversion de séquences interne et externe au promoteur de RARB2

avec comparaison des deux techniques de conversion de 'ADN
Controle interne au promoteur de RARS2

L’analyse interne du taux de conversion aprées réalisation d’une PCR de pyroséquencage pour
I'analyse du promoteur de RARS2 retrouve un taux moyen de conversion de 97,1% (95-99) avec la
technique classique, et de 97,4% (94-99) avec la technique de conversion a haute concentration

(tableau 8). Il n’y a pas de différence significative entre les deux techniques (p=0,94).

Controdle portant sur une région externe au promoteur de RARBZ (chromosome 11)

Lors du contréle externe du taux de conversion (obtenu en amplifiant une zone en dehors du

gene RARp), le taux moyen est de 67,5% (29-86) avec la technique classique, et de 98,6% (98-99)
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avec la technique de conversion a haute concentration (figure 26). Le taux de conversion est

significativement plus élevé avec la technique de conversion a haute concentration (p=0,017).

Conv. : 99% Conv. : 99%

ity o R e B e i O NN - e R e e e O R4 e e v S
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Figure 26. Mesure du taux de conversion d’'une séquence de 63 nucléotides, dépourvue de
dinucléotides CG, située sur le chromosome 11. Les amorces permettent une amplification
indépendante de I'efficience de la conversion. (A) Protocole de conversion a haute concentration en
bisulfite a 10M : taux moyen de 99%. (B) Protocole classique (solution a 3,6M): taux moyen de
72,5%.

Echantillon Conversion a haute concentration Conversion classique
Conv. | CG1 | CG2 |CG3 | IM | Int. [ Conv. | CG1 | CG2 | CG3 | IM | Int.

T 94 5 3 4 | 40| U 99 2 1 2 [ 1,7 | U
S 98 13 13 14 | 133 | M 99 18 16 18 | 173 | M
35 98 5 3 2 3,3 u 94 6 3 2 3,7 u
70 99 3 1 2 2,0 u 99 2 1 1 1,3 u
55 97 3 4 4 3,7 U 95 7 6 3 5,3 U
56 99 3 2 2 2,3 U 97 5 2 3 3,3 U
65 97 3 4 4 3,7 U 97 6 3 3 4,0 U

Moyenne | 974 | 50 | 43 | 46 | 4,6 97,1 | 66 | 46 | 51 | 54

Tableau 8. Comparaison du taux de conversion et des résultats obtenus en fonction de la technique
utilisée. Conv.: taux de conversion. CG1, CG2 et CG3: taux de méthylation au niveau des 3
dinucléotides CG analysés. IM: indice de méthylation. Int.: interprétation du test (seuil de
méthylation : 6%).
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3. Analyse de I'’exon 15 de BRAF

Parmi les 33 cas testés, un cas n’est pas interprétable par absence d’amplification (carcinome

papillaire).
Pour les 10 parenchymes thyroidiens sains testés, on ne retrouve aucune mutation de BRAF.

La mutation T1799A (c.1799T>A), entrainant dans la séquence protéique le remplacement
d’une valine par un glutamate en position 600 (V600E, ou p.Val600Glu), est présente dans 50% des

carcinomes papillaires (9/18) (figure 27).

Figure 27. Présence de la mutation T1799A de BRAF dans 3 cas de carcinomes papillaires (cas n°24,
28 et 31, de haut en bas), se caractérisant par I'apparition, en position 1799, d’'un pic A dans la
séquence sens (fleche, pic vert), et T dans la séquence antisens (téte de fleche, pic rouge).
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On retrouve également la mutation T1799A dans 7% (IC 95% : 0-20) des carcinomes
indifférenciés/anaplasiques (1/14), le seul cas muté étant celui présentant une composante papillaire

minoritaire. La mutation de BRAF est alors présente dans les 2 contingents (figure 28).
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Figure 28. Cas de carcinome indifférencié/anaplasique avec composante papillaire minoritaire. Les
deux contingents présentent la mutation T1799A de BRAF (en haut : composante papillaire, en bas
composante indifférenciée). La mutation est retrouvée dans les séquences sens (fleche, pic vert) et
antisens (téte de fleche), la hauteur des pics étant cependant moindre, du fait de la faible proportion
de cellules tumorales.

Dans un cas de -carcinome indifférencié/anaplasique, comportant également une
composante papillaire minoritaire (dont le séquencage est en cours), on constate par ailleurs une
duplication du codon 599 (ACA) situé entre les nucléotides 1795 et 1797 (c.1795_1797dup),
entrainant sur la séquence protéique l'insertion d’une thréonine en position 599 (T599dup, ou

p.Thr599dup) (figure 29).
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Figure 29. Carcinome indifférencié/anaplasique. Duplication du codon 599 (ACA) du géne BRAF,
identifiée dans les séquences sens (en haut, fleche) et antisens (en bas, téte de fleche). La duplication
n’étant pas présente dans toutes les cellules analysées, elle entraine un décalage dans la suite de la
séquence, deux pics étant ainsi visibles a chaque position.

L'analyse statistique a porté sur les carcinomes papillaires. Il n'y a pas de différence
significative entre les groupes sans et avec mutation concernant I'age, le sexe, la taille des tumeurs,

la présence d’une effraction capsulaire ou la survenue de métastases ganglionnaires ou a distance
(p20,5).

I n'y a pas non plus de lien significatif entre la mutation de BRAF et les anomalies

d’expression immunohistochimique de RARa (p=1), RARPB (p=0,21), RXRa (p=0,63) et RXRPB (p=1).

96



N | Type | Age | sexe | ™M | mMultifocalite | Effraction | Emboles T N | M | RaRa | RARB | RxRa | Rxrg | RARAZ BRAF
(cm) e vasculaires (pyro.)

1 pap 24 F 1.1 0 0 0 Tlb 0 NR C 2 2 1 NR NR
2 pap 54 M 0.5 0 0 0 Tla 0 0 2 NI 2 1 U V600E
3 pap 67 F 11 1 0 1 Tib(m) | NR | NR c 1 NI 1 NR NR
4 pap 41 F 1.4 0 1 0 T3 NR NR C 1 1 C NR NR
5 pap 30 F 4.5 0 1 1 T4 0 0 1 1 2 C U V600E
6 pap 46 F 2.2 0 0 0 T2 NR NR C 1 2 C NR V600E
7 pap | 40 F 14 1 0 0 Tib(m) | 1 0 NI 1 1 1 U NI

8 pap 32 F 1.7 0 0 0 Tlb NR NR NI 1 1 1 NR NR
9 pap 13 F 2.5 0 1 1 T4 1 0 1 1 2 C U 0
10 pap 71 F 3 1 1 1 T4 0 1 C 1 1 C U 0
11 pap 41 F 2 1 1 1 NR NR NR 2 2 2 1 NR NR
12 pap 47 F 0.5 0 0 0 Tla NR NR C 1 2 NI U NR
13 pap 62 F 0.8 0 0 0 Tla 0 0 C 1 1 C U V600E
14 pap 50 M 1.4 1 1 0 T3 1 NR C 1 2 1 NR NR
15 pap 60 F 0.8 0 0 0 Tla NR NR 0 1 C C NR NR
16 pap 59 F 1 0 0 0 Tla NR NR NI 1 1 C NR NR
17 pap 33 F 3.5 0 0 0 T2 1 0 C 2 1 1 U 0
18 pap 25 F 4.5 0 0 0 T3 0 0 C 1 2 1 U V600E
19 pap | 49 F 1 1 0 0 Tla(m) | 0 0 NI 1 1 1 NR NR
20 pap 42 F 1 0 0 0 Tla NR NR C C NI NI NR NR
21 pap 61 F 1.8 0 0 0 Tib 0 0 C 1 1 C U V600E
22 pap 61 F 1.6 0 1 0 T3 0 0 C 2 NI C NR NR
23 pap | 32 F 7 0 0 0 3 1 1 NI 2 2 1 U 0
24 pap 63 F 1.5 0 1 0 T3 NR NR C 1 1 C NI V600E
25 pap 32 M 1.5 0 0 0 Tib 0 0 C 1 2 1 NR NR
26 pap | 50 F 0.8 0 0 0 Tla NR | NR c 2 c c NR NR
27 pap 16 M 2.5 0 0 0 T2 0 0 C 1 1 NI U V600E
28 pap 49 F 0.8 1 0 1 Tla(m) 0 0 C 1 1 C U 0
29 pap 58 F 3.5 0 0 0 T2 1 0 NI 1 1 C NR NR
30 pap 62 F 2.8 1 1 0 T4 0 0 C 2 C C NR NR
31 pap 31 M 1.6 0 0 0 Tlb 1 NR C 1 1 NI U V600E
32 pap 20 M 1.5 0 0 0 Tib NR NR NI NI 2 2 NR NR
33 pap 70 M 1 1 0 1 Tla(m) | NR | NR c 2 1 1 ] 0
34 pap 64 M 1 0 0 0 Tla NR NR C 1 1 NI NR NR
35 pap 71 F 0.8 0 0 0 Tla NR 1 NI 1 1 C U 0
36 pap | 15 F 2 0 0 0 Tib 0 0 c 1 1 C U 0
37 pap 47 F 2.5 0 0 0 T2 0 0 C 1 1 C NR 0
38 ana 47 F 5 0 1 1 T4b 1 NR NI 2 1 NI U 0
39 ana 77 M 3.5 1 1 1 T4b 1 NR 2 1 1 C U 0
40 ana 68 F 6 0 1 1 T4b 1 NR C 2 1 C ] 0
42 ana 68 F 3.5 0 1 1 T4b NR NR C 2 2 NI U T599dup
43 ana 76 F 3 0 1 1 T4b NR NR C 2 1 2 NR V600E
44 ana 57 F 6 0 1 1 T4b NR 1 1 2 2 1 NR NR
45 ana 64 F 4.5 0 0 0 T4a 0 NR 2 1 1 2 U 0
46 ana 63 F 8.5 0 1 1 T4b 1 1 2 2 2 2 U 0
47 ana 66 F 4 0 0 1 T4a NR NR 2 1 2 NI NR NR
48 ana 68 F 8 0 1 1 T4b 0 NR 2 2 2 2 NR 0
49 ana 72 F 2 0 0 0 T4a NR NR NI 2 2 NI U 0
50 ves 29 F 3 0 0 1 T2 0 0 C 1 1 C NR NR
51 ves 39 F 1.8 0 0 1 Tib 0 0 1 1 1 NI U NR
52 ves 25 M 8.5 0 1 1 T4 0 0 2 1 1 NI NR NR
53 ves 22 F 5 0 1 1 NR 1 NR 2 1 2 2 NR NR
54 pap 54 M 1.5 0 0 0 Tlb 1 0 C C 1 1 NR NR
55 ves 79 F 3.5 0 1 1 T4 1 1 C 1 2 2 U NR
56 ves 23 M 8 0 1 1 T4 1 1 C 1 2 C U NR
57 ves 63 F 3 0 0 1 T2 NR NR C 1 1 C U NR
58 ves 77 F 4 0 0 1 T2 NR NR C 1 1 C U NR
59 ves 52 F 0.9 0 0 0 Tla NR NR 2 1 2 C U NR
60 ana 70 M 7 0 1 0 T4b NR NR 2 2 1 2 M 0
61 ves 75 F 3 1 1 1 T4 1 1 1 1 2 2 U NR
62 ves 55 F 3 0 1 1 NR 1 NR C C 1 1 U NR
63 ana 57 M NR 0 1 0 T4b NR NR C 2 C C M 0
64 ves 71 F 5 0 1 1 T4 0 1 2 2 1 C U NR
65 ana 76 M 9 0 1 0 T4b NR NR 2 2 1 2 U 0
66 ana 61 F 9.5 0 1 1 T4b 1 NR 1 1 1 C U 0
67 ana 72 F 4.5 0 1 1 T4b 1 NR C 2 1 C U 0
68 ana 84 F 6 0 1 1 T4b NR NR 2 2 C 2 U 0
69 ves 74 M 9 0 1 1 NR NR NR C C C C U NR
70 ves 77 M 4.5 0 1 1 T3 0 NR C C C C U NR

Tableau 9. Récapitulatif des données cliniques et pronostiques, du profil immunohistochimique, du
statut de méthylation de RARfS2 et du génotype BRAF. pap : carcinome papillaire ; ana : carcinome
indifférencié/anaplasique ; ves : carcinome vésiculaire. Immunohistochimie : 1 : expression nucléaire
diminuée ; 2: normale; C: séquestration cytoplasmique. Pyroséquencage (pyro.) : U: absence de
méthylation du promoteur de RARS2; M : méthylation. BRAF: 0 : absence de mutation; V600E :
mutation V600E (T1799A). T599dup : duplication T599dup (1795_1797dup). NR : non renseigné. NI :
non interprétable.
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IV. Discussion

Profils d’expression des récepteurs des rétinoides

Le niveau d’expression des récepteurs aux rétinoides est faible, et ne permet le plus souvent
pas I'obtention d’un signal suffisant en immunohistochimie standard. Nous avons utilisé dans notre
étude une amplification basée sur le systéme tyramine-biotine/streptavidine-peroxydase. Cette
technique est dans notre expérience bien corrélée au niveau d’expression constaté par Western Blot.
L'expression de ces récepteurs peut également étre évaluée par I'étude des transcrits (ARNm) par
RT-PCR quantitative (sonde Tagman), mais nécessitant alors I’utilisation de tissu rapidement congelé,

ou par hybridation in situ [269, 270].

L'expression des différents récepteurs aux rétinoides testés dans notre étude est altérée
dans une grande proportion des cas de carcinome thyroidien. Ces constatations rejoignent celles
auparavant décrites dans de rares études [271-273]. Eu égard a la connaissance que nous avons des
fonctions physiologiques de la voie des rétinoides, ces anomalies d’expression des RARs et des RXRs
suggerent qu’elles pourraient avoir un réle important dans la cancérogénese thyroidienne. Il existe
deux principaux types d’altérations selon le récepteur : I'’étude de RARB et RXRa met en évidence
une baisse de I'expression nucléaire dans la grande majorité des cas, alors que RARa et RXRB sont
fréquemment séquestrés dans le cytoplasme des cellules tumorales. Ces deux types d’altérations
semblent donc témoigner de mécanismes distincts d’inactivation de ces récepteurs. |l faut cependant
noter que dans le tissu thyroidien sain analysé en périphérie des lésions (bénignes ou malignes),
I’expression de RXRB est fréquemment purement cytoplasmique, alors qu’il est nucléaire dans les
fibroblastes et les cellules endothéliales : I'interprétation des « anomalies » d’expression de RXRpB
semble donc délicate. La localisation de I'immunomarquage pour RXRB dans les thyréocytes normaux
différe selon les études et les clones utilisés : Takiyama et al. constatent un signal nucléaire intense
et cytoplasmique faible ou absent [273], alors que Hoftijzer et al. décrivent un signal membranaire

[271].

La baisse de I'expression nucléaire peut orienter vers un déficit de la transcription par des
modifications épigénétiques, d’autant plus gu’aucune mutation de RARS n’a a ce jour été décrite. Un
autre mécanisme pourrait étre une perte d’hétérozygotie dans la région de RARS, comme ceci a été
constaté dans les carcinomes broncho-pulmonaires [274]. Par ailleurs, les RARs et les RXRs sont auto-
inductibles : un déficit fonctionnel en ligand pourrait donc entrainer une diminution de leur
production, et ceci pourrait étre favorisé par des déficits d’enzymes intervenant dans le métabolisme

des rétinoides, comme cela est le cas dans certains cancers [148].

98



Dans les cas de séquestration cytoplasmique, on s’oriente vers des anomalies des sighaux de
localisation nucléaire, pouvant étre causées en particulier par des modifications covalentes des
récepteurs (par exemple, par glycosylation, sumoylation voire ubiquitination) ou par association a
une autre protéine (protéines chaperons). Lors de travaux antérieurs sur des carcinomes thyroidiens
réalisés dans le laboratoire, il a été montré par Western Blot que la forme de cytoplasmique de RARa
présente un masse moléculaire plus élevé que la forme nucléaire (51 vs 65 kDa) (figure 31). Cette
différence de masse pourrait étre secondaire a des modifications post-traductionnelles, ou a un

épissage alternatif.

PS3N  Pps3¢ T34 T3

65 kDa_

51 kDa_ “ —

Figure 31. Western Blot, expression cytolosolique et nucléaire de RARa dans un carcinome
vésiculaire. PS : tissu thyroidien sain. T : tumeur. N : extrait nucléaire. C : extrait cytosolique.

Nous constatons une corrélation significative entre les expressions de RARa et RXRPB
(p=0,001), et entre RARP et RXRa (p=0,03). Ces anomalies d’expression de ces couples de récepteurs
pourraient faire supposer qu’ils forment, dans la thyroide, des hétérodimeres fonctionnels
RARa/RXRB et RARB/RXRa. Ceci serait a confirmer par d’autres études, en particulier par co-

immunoprécipitation, a partir d’extraits protéiques issus de tissus congelés.

En pathologie thyroidienne, le diagnostic différentiel entre adénome vésiculaire et carcinome
vésiculaire est parfois tres difficile, imposant la réalisation d’'un important échantillonnage et la
multiplication des niveaux de coupes. Il n’y a pas a ce jour de marqueur permettant en pratique
courante de différencier ces deux tumeurs avec de bonnes performances diagnostiques. Selon

Hoftijzer et al., I'analyse des récepteurs aux rétinoides pourrait aider au diagnostic différentiel entre
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pathologie bénigne et maligne [271]. En effet, la combinaison de I'absence de signal membranaire
pour RXRP et de la présence d’une expression cytoplasmique de RXRP aurait une haute valeur
prédictive positive (98%) pour le diagnostic de carcinome thyroidien. Nous n’avons cependant dans
notre expérience jamais constaté de signal membranaire pour RXRB. Au contraire, la combinaison
d’un signal nucléaire pour RXRa et de I'absence de signal cytoplasmique pour RXRpB aurait une haute
valeur prédictive positive (91%) pour une pathologie bénigne [271]. Cependant, ces performances
diagnostiques ont été calculées pour I'ensemble des deux groupes bénin (incluant adénome, goitre
et tissu normal) vs malin (incluant carcinome vésiculaire et carcinome papillaire), et sont bien
moindres lorsque I'on compare adénome et carcinome vésiculaire. Il n’y a pas a notre connaissance

d’autre étude comparant ces profils d’expression entre tumeurs thyroidiennes bénignes et malignes.

Dans notre étude, I'expression de RARP et RXRa est le plus souvent normale dans les
adénomes, au contraire des carcinomes, et en particulier des carcinomes vésiculaires (RARB:
p<0,0001 ; RXRa : p=0,03). L'utilisation combinée des anticorps dirigés contre RARB et RXRa pourrait
constituer une aide au diagnostic différentiel entre adénome et carcinome vésiculaire. Ainsi, la
présence d’un signal anormal (baisse de I'expression nucléaire ou séquestration cytoplasmique) pour
RARB ou RXRa a pour le diagnostic de carcinome vésiculaire une sensibilité de 100% et une
spécificité de 72%. Lorsque I'expression est anormale pour les deux récepteurs, la spécificité est de
89%, mais la sensibilité diminue alors fortement (57%). L'utilisation de I'anticorps anti-RARa ne
permet pas d’améliorer la sensibilité ou la spécificité. L'expression de RXRP est trés fréquemment
anormale dans les adénomes, par séquestration cytoplasmique, et n’est donc pas non plus
discriminante pour le diagnostic de malignité. Une étude incluant davantage d’adénomes et de
carcinomes vésiculaires serait souhaitable afin d’apprécier de fagcon plus précise les performances
diagnostiques de ces anticorps. Nous allons également évaluer en immunohistochimie les niveaux
d’expression de RARy et RXRy. Par ailleurs, la valeur diagnostique de ces anticorps dans les
cytoponctions thyroidiennes serait a étudier. En effet, celles-ci ne permettent pas, en I'absence de
critere nucléaire de carcinome papillaire, de différencier une l|ésion vésiculaire bénigne d’un
carcinome, et la mise en évidence de marqueurs fiables serait trés utile. Cette technique
immunohistochimique est néanmoins plus difficile a mettre en oeuvre sur des préparations

cytologiques, en particulier du fait de la faible abondance du matériel.

Hoftijzer et al. n"ont pas mis en évidence de corrélation significative entre les anomalies
d’expression des RARs et la survie. Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation significative
entre les anomalies d’expression des récepteurs et les principaux facteurs pronostiques, a I'exception
de la séquestration cytoplasmique de RXRB, plus rare en cas de métastase ganglionnaire. La valeur de

p est cependant relativement élevée (p=0,025), et il n’est pas exclu que ce résultat soit lié au hasard.
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Méthylation du promoteur de RARS2

Les données de la littérature rapportent des taux de méthylation du promoteur de RARS2
tres variables, de 7 a 52% pour les carcinomes, et de 0 a 32% pour les |ésions bénignes [254-257]
(tableau 10). Hoque et al. décrivent une méthylation aberrante du promoteur de RARS2 dans des
parenchymes thyroidiens hyperplasiques et méme dans le tissu sain [255]. Hoque et al. rapportent
néanmoins un taux de méthylation plus élevé dans les carcinomes que dans les tissus bénins
(p<0.05). Au contraire, Schagdarsurengin et al. n’ont retrouvé de méthylation de RARS2 dans aucun

des adénomes ou des goitres testés [257].

Nous ne constatons de méthylation du promoteur de RARS2 que dans 2 cas de carcinome
indifférencié/anaplasique. Cette anomalie ne semble donc jouer gu’un rdle marginal dans la
diminution d’expression de RARB2, peut-étre préférentiellement dans les carcinomes
indifférenciés/anaplasiques. L’étude de Schagdarsurengin et al. met en évidence un taux plus élevé
de méthylation dans les carcinomes indifférenciés/anaplasiques que dans les carcinomes bien
différenciés (14 vs 5%), mais sans différence statistiquement significative. Une différence significative
de méthylation entre les carcinomes bien différenciés et le carcinome indifférencié/anaplasique est
au contraire mise en évidence pour d’autres genes, comme TSHR, MGMT, UCHL1 et pl6,

hyperméthylés dans ce dernier [257].

Hu et al. constatent un taux de méthylation pour RARS2 plus important dans certaines
formes plus agressives de carcinome papillaire, sans significativité statistique. Le role de la
dérégulation des récepteurs aux rétinoides et de la méthylation de RARS2 en tant qu’éventuel

facteur indépendant de mauvais pronostic n’a néanmoins pas été démontré dans la littérature [254].
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Carcinome Tissu bénin Tech.
Etude Global Pap. Vés. Indiff. | Global | Goitre Adé. Tissu
sain
Hoque et al. 22% 22% _ _ 5% 5% 4% 7% QMSsP
[255] (5/23) (5/23) (3/59) | (1/20) | (1/24) (1/15)
Hu et al. [254] 22% 22% _ _ _ _ _ _ QMsP
(50/231) 0/231)
Mohammadi-Asl 52% 52% _ _ 32% NI NI NI COBRA
etal. [256] (13/25) (13/25) (8/25)
Schagdarsurengin 7% 8% 0% 14% 0% 0% 0% _ MSP
et al. [257] (2/29) (1/12) (0/10) (1/7) (0/21) | (0/11) | (0/10)
Présente étude 55% 56% 46% 62% 39% _ 50% 20% MSP
(26/47) (10/18) | (6/13) | (10/16) | (11/28) (9/18) (2/10)
5% 0% 0% 14% 0% _ 0% 0% Pyro.
(2/41) (0/15) (0/12) | (2/14) | (0/27) (0/18) (0/9)

Tableau 10. Variabilité du taux d’hyperméthylation du promoteur de RARS2 en fonction des études.
Pap. : papillaire. Vés.: vésiculaire. Indiff. : indifférencié/anaplasique. Adé.: adénome vésiculaire.
Tech. : technique d’analyse du statut de méthylation. QMSP : real-time quantitative methylation
specific polymerase chain reaction. MSP : methylation specific polymerase chain reaction. COBRA :
combined bisulfite restriction analysis. Pyro. : pyroséquencage.

Ces importantes variations dans le statut de méthylation du promoteur de RARS2 selon les
études soulevent la question de problemes méthodologiques, ce qui est souligné par la grande
discordance de nos résultats entre MS-PCR et pyroséquencage. Le séquencage de I'ADN apres
conversion par une solution de bisulfite est la méthode de référence pour analyser le statut de
méthylation de I’ADN [275]. En effet, le séquencage permet d’analyser précisément chacun des
dinucléotides CG ciblés, et il permet de vérifier pour chaque échantillon que le taux de conversion est
valide, a condition d’inclure dans la séquence a analyser des cytosines hors CG. Par rapport aux
autres techniques de séquencage, le pyroséquencage permet de plus une évaluation quantitative,

avec I'avantage d’une technique plus rapide et d’un co(it moindre.

L'une des premieres hypotheses serait que les faux positifs puissent étre consécutifs a une
contamination de I’ADN. Ceci ne semble pas étre le cas dans notre étude, dans la mesure ou aucune
des séries de MS-PCR ne présente de signe de contamination dans le puits témoin (puits contenant le
mélange des réactifs de PCR, sans ajout d’ADN). Certaines techniques pourraient permettre de
limiter le risque de contamination, comme l'utilisation d’'UNG (uracile-DNA glycosylase), nécessitant

cependant d’adapter la procédure de conversion par bisulfite [276].

Les techniques utilisées dans les autres études sont la MS-PCR, la QMSP (quantitative
methylation specific polymerase chain reaction) ou la technigue COBRA (combined bisulfite
restriction analysis). La MS-PCR ne permet qu’une analyse purement qualitative, et repose sur
I’"hybridation spécifique des amorces M et U selon que I'ensemble des dinucléotides CG est méthylé

ou non. La QMSP est une technique de PCR en temps réel, de principe globalement similaire a celle
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de la MS-PCR, mais permettant de plus une approche quantitative, grace a I’émission de fluorescence
au cours de I'amplification et a 'utilisation d’un standard interne. Enfin, la technique COBRA repose
sur une amplification initiale de la zone d’intérét par PCR, puis sur I'action d’enzymes de restriction,
clivant les amplicons lorsqu’ils sont méthylés. Les fragments obtenus sont séparés par
électrophorese. Contrairement au séquencage, ces trois méthodes imposent I'utilisation de témoins
externes, qui, bien qu’intégrés a chaque série, ne permettent pas de vérifier que le taux de
conversion est adéquat pour chaque échantillon. En effet, le taux de conversion peut varier d’un
échantillon a I'autre, y compris pour ceux issus d’'une méme séance de conversion, comme c’est le

cas dans notre étude.

Plusieurs publications ont mis en garde sur le risque de faux positifs, en particulier en MS-
PCR. Par exemple, Preusser et al. rapportent une trés mauvaise reproductibilité des résultats de MS-
PCR concernant le statut de méthylation du promoteur de MGMT dans des tissus cérébraux non
tumoraux, les cas positifs ne le restant que dans un cas sur 6 au décours de 4 séries consécutives
[277]. Un autre exemple est la méthylation du promoteur du gene ATM dans les cancers du sein,
variant de 0 a 80% selon les études [278]. Shaw et al. ont contrdlé des résultats de MS-PCR par une
derniére étape de pyroséquengage : ils rapportent un taux de faux positifs d’environ 10% [279]. La
présence de faux positifs pourrait étre expliquée par une mauvaise conversion de I’ADN, d’autant
plus que la conversion semble dans notre étude moins efficace avec I’ADN extrait a partir de blocs de
paraffine. Les auteurs expliquent aussi la présence de faux positifs par la mauvaise spécificité des
amorces. Dans notre étude, la technique de conversion a haute concentration, malgré un taux de
conversion excellent, expose en MS-PCR a un nombre élevé de faux positifs, bien que moindre
gu’avec la conversion classique (celle-ci présentant un taux de conversion médiocre, en particulier
pour les échantillons extraits a partir des blocs de paraffine). Le probléme de spécificité des amorces
de MS-PCR semble donc jouer wun rOle important. Le logiciel Methprimer

(www.urogene.org/methprimer/), que nous avons utilisé pour dessiner les amorces de MS-PCR,

pourrait selon Brandes et al. exposer a un risque relativement important de faux positifs [278]. Les
algorithmes reposent en effet sur des principes généraux de PCR, sans prise en compte suffisante des
spécificités liées a I'analyse de la méthylation et a la conversion par le bisulfite. Les auteurs

recommandent ['utilisation du logiciel MSPprimer (www.mspprimer.org), en respectant plusieurs

principes afin de limiter les faux positifs :

- Les amorces de PCR doivent recouvrir des cytosines en dehors de dinucléotides CG, afin

d’amplifier spécifiquement I’ADN converti

- Les amorces doivent contenir plusieurs CG pour distinguer de facon spécifique ADN méthylé

et ADN non méthylé
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- Les amorces conduisant a des produits d’amplification non spécifiques doivent étre exclues,
ce qui est d’autant plus difficile que ’ADN converti n’est composé majoritairement que de 3

types de bases au lieu de 4

- Enfin, il faut éliminer les amorces formant des structures secondaires ou des paires amorce-
dimere, favorisées par la longueur importante des amorces imposée par la richesse relative
en AT des amorces spécifiques de I’ADN converti (les liaisons CG étant plus fortes que les

liaisons AT).

Par ailleurs, les faux positifs pourraient étre favorisés par un nombre élevé de cycles de PCR
et une faible concentration d’ADN de départ [279]. L’élaboration d’amorces de MS-PCR ou de QMSP
est donc complexe, et I'utilisation de techniques de séquencage avec utilisation d’un témoin interne

de conversion semble donc indispensable, malgré un colt plus élevé.

Pour les 2 cas de carcinome présentant une méthylation du promoteur de RARS2, il n’y a pas
dans notre étude de baisse d’expression immunohistochimique de RARPB. Ceci pourrait étre en partie
expliqué par le fait qu’un faible taux de méthylation, comme dans le cas n°60, ne s’accompagnerait
pas d’une baisse d’expression suffisante pour étre appréciée en immunohistochimie. De plus,
I'anticorps ne permet pas la distinction des différentes isoformes de RARP, alors que nous n’avons
testé que la méthylation de RARf2, ce qui rend difficile la corrélation entre les 2 techniques. RARB4
pourrait au contraire favoriser la prolifération tumorale, en inhibant I'action de RARB2, et étre
surexprimé dans les carcinomes mammaires [280]. Il n’existe pas a notre connaissance d’anticorps
permettant en immunohistochimie de différencier RARB2 et RARB4. La recherche de transcrits de
RARPB2 et RARB4 par RT-PCR pourrait s’avérer intéressante, mais, en raison de la fragilité des ARN

messagers, nécessite de disposer de matériel congelé dans des conditions optimales.

La méthylation du promoteur de RARS2 ne semble donc pas jouer de réle significatif dans sa
dérégulation. D’autres mécanismes doivent étre envisagés. En particulier, une dégradation par
ubiquitination est 'un des mécanismes potentiels. Une étude réalisée dans le laboratoire sur une
série de carcinome broncho-pulmonaire non a petites cellules montre que le processus
d’ubiquitination contribue a contréler le niveau d’expression de plusieurs RARs et RXRs (publication
en cours). Nous souhaiterions donc étudier I'état d’ubiquitination de différents types de RARs et
RXRs dans les carcinomes thyroidiens, I'abondance du matériel congelé (tissus sain et tumoral)

nécessaire imposant néanmoins la mise en place de cette étude de fagon prospective.
Analyse de I’exon 15 de BRAF

Nous retrouvons la mutation T1799A (V600E) de BRAF dans la moitié des carcinomes

papillaires, et dans un cas de carcinome indifférencié/anaplasique (7%), ces données étant
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comparables a celles de la littérature (carcinome papillaire: 29-70% [15, 56-60], carcinome
indifférencié/anaplasique : 10-20% [57, 61]). Le seul cas de carcinome indifférencié de notre étude
présentant cette mutation V600E comporte une composante minoritaire de carcinome papillaire.
Nous retrouvons alors la mutation dans les deux contingents. A I'instar de certaines données de la
littérature [57, 62], ceci soutient I'hypothése selon laquelle les carcinomes indifférenciés avec

mutation de BRAF seraient des formes dédifférenciées de carcinome papillaire.

Dans les carcinomes papillaires, Hu et al. ainsi que Hoque et al. ont cherché une corrélation
entre la mutation T1799A de BRAF et la méthylation du promoteur de RARS2 : seuls Hoque et al. ont
mis en évidence un lien statistiguement significatif [254, 255], avec cependant une valeur de p

proche de la limite de significativité (p<0,4).

Dans un cas de carcinome indifférencié/anaplasique, comportant également une
composante papillaire minoritaire, nous avons par ailleurs mis en évidence une duplication du codon
599 de BRAF, composé de 3 bases ACA, entre les positions 1795 et 1797, entrainant dans la séquence
protéique I'ajout d’un acide aminé thréonine (T599dup). Cette duplication du codon 599 du gene
BRAF n’a jamais a notre connaissance été décrite dans la littérature. De fagon similaire, Carta et al.
ont décrit en 2006, dans un cas de carcinome papillaire, une insertion 1795GTT, entrainant I'ajout
d’une valine en position 599 (V599ins) [281]. L’analyse biochimique et moléculaire de cette insertion
V599ins a démontré qu’elle entraine un gain de fonction de BRAF, de facon comparable a la mutation
V600E, jouant ainsi un role important dans I'oncogenése [59]. Le codon 599 est situé dans une région
de BRAF impliquée dans son autorégulation négative [59], il est donc probable que cette duplication
T599dup, comme l'insertion V599ins et la mutation V600E, entraine elle aussi un gain de fonction de

BRAF, mais ceci reste a étre démontré.

Perspectives thérapeutiques

Les traitements a base de rétinoides pourraient permettre une différenciation des cellules
tumorales, en particulier dans les cas de carcinomes thyroidiens dédifférenciés échappant au
traitement par l'iode radioactif [146, 282]. Dans les carcinomes thyroidiens échappant au traitement
par l'iode radioactif, les rétinoides permettent en effet une augmentation de la captation d’iode, et
dans certains cas une régression ou une stabilisation tumorale [147, 282]. Le carcinome
indifférencié/anaplasique présente dans notre étude moins fréquemment d’altération de
I’expression des RARs et des RXRs que les carcinomes bien différenciés : ceci pourrait faire présager
d’une efficacité particuliere des rétinoides dans ce type de carcinome, ce qui reste a étre vérifié par

des études précliniques et cliniques. Il est démontré, sur des lignées cellulaires, que le niveau
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d’expression des récepteurs aux rétinoides influe sur la réponse des cellules tumorales a ces
traitements [283]. Le profil d’expression des RARs et des RXRs, par exemple déterminé par
immunohistochimie a partir de prélévements de tissu tumoral, pourrait ainsi permettre de prédire
pour chaque patient la réponse au traitement par des rétinoides : cette hypothese serait a confirmer

sur un modele animal en préalable a des essais thérapeutiques.

Il est également suggéré, par des études sur des lignées de carcinome thyroidien, qu’une
résistance de ces cellules peut étre liée a des modifications épigénétiques du promoteur de RARS2,
comme une méthylation des flots CpG [252], ou une désacétylation des histones [258]. In vivo,
d’aprés notre étude, la méthylation du promoteur de RARS2 est un phénomene marginal dans les
carcinomes thyroidiens. L'utilisation adjuvante d’agents déméthylants ne semble donc pas présenter
d’intérét particulier. La recherche d’autres mécanismes de dérégulation des récepteurs aux

rétinoides est donc nécessaire, afin d’offrir d’éventuelles nouvelles perspectives thérapeutiques.
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Conclusion

L'expression des récepteurs aux rétinoides est fréquemment altérée dans les carcinomes
thyroidiens, soit par baisse de I'expression nucléaire, soit par séquestration cytoplasmique. Ces
anomalies relévent donc vraisemblablement de multiples mécanismes. Contrairement a certaines
données publiées, qui surestiment la fréquence de méthylation du promoteur de RARS2 du fait de
probléemes métholodologiques, une méthylation aberrante du promoteur de RARS2 n’est que
rarement retrouvée, dans seulement 5% des carcinomes, et 14% des carcinomes
indifférenciés/anaplasiques. D’autres mécanismes de dérégulation sont donc en cause et sont encore

a déterminer.

Les carcinomes et les adénomes possedent des profils d’expression différents pour RARB
(p<0,0001) et RXRa (p=0,003). L'immunohistochimie pourrait s’avérer utile en pratique diagnostique,
permettant en particulier de différencier avec une relativement bonne spécificité adénomes et

carcinomes vésiculaires.

Notre étude a par ailleurs permis de mettre en évidence, dans un cas de carcinome
indifférencié/anaplasique, une nouvelle altération du géne BRAF, consistant en une duplication du
codon 599 (T599dup). Cette mutation n’a jamais a ce jour été rapportée dans la littérature, et son

probable réle pro-oncogene reste a étre démontré.
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RESUME DE LA THESE

Introduction. Les rétinoides jouent d'importants rdles dans le développement, la
différenciation cellulaire, la prolifération et I'apoptose. lls agissent par l'intermédiaire de deux
familles de récepteurs nucléaires : les récepteurs de l'acide rétinoiqgue (RARS) et les
récepteurs aux rétinoides X (RXRs). Le but de cette étude est d’analyser le niveau
d’expression de RARa, RARB, RXRa et RXRB dans les carcinomes thyroidiens, ainsi que le
profil de méthylation du promoteur de RARB2.

Matériels et méthodes. L’étude immunohistochimique de RARa, RARB, RXRa et RXRp est
réalisée dans 18 adénomes vésiculaires et 69 carcinomes thyroidiens. La détermination du
statut de méthylation du promoteur de RARB2 porte sur 18 adénomes vésiculaires, et 41
carcinomes thyroidiens. Le séquencage de I'exon 15 de BRAF est réalisé dans 33 cas.
Résultats. L’expression des récepteurs aux rétinoides est plus fréquemment anormale dans
les carcinomes que les adénomes, a I'exception de RXRP : les expressions de RARaq,
RARB, RXRa et RXRP sont respectivement anormales dans 76%, 67%, 65% et 81% des
carcinomes, et 61%, 17%, 22% et 83% des adénomes. Les anomalies majoritairement
constatées sont une baisse de I'expression nucléaire (RARB, RXRa), ou une séquestration
cytoplasmique (RARa, RXR[B). Le pyroséquencage met en évidence une méthylation du
promoteur de RARB2 dans 5% des carcinomes (carcinomes indifférenciés/anaplasiques :
2/14), et dans 0% des adénomes. La mutation V600OE de BRAF est détectée dans 50% des
carcinomes vésiculaires et dans un cas (7%) de carcinome indifférencié/anaplasique avec
composante papillaire minoritaire, et une nouvelle mutation (T599dup) est détectée un cas
(7%) de carcinome indifférencié/anaplasique.

Conclusion. L’expression des récepteurs aux rétinoides est fréquemment altérée dans les
carcinomes thyroidiens. Une méthylation aberrante du promoteur de RARB2 n’est retrouvée
que dans 5% des carcinomes. D’autres mécanismes de dérégulation sont en cause et
restent a étre explorés.
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