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La vitamineA et sesdérivésles acidesrétinoïques(aciderétinoïquetout-transet acide

rétinoïque9-cis) ont un rôleessentieldans lecontrôlede la différenciationet la prolifération

cellulaire au niveau de nombreux tissus. Les effetsbiologiques de l'acide rétinoïquesont

relayés par deux familles de récepteursnucléaires appartenantà la super-famille des

récepteurshormonauxthyroïdienset stéroïdiens: les récepteursde l'acide rétinoïque(RARs)

et les récepteursdes rétinoïdeX (RXRs). Chaquefamille comprendtrois isoformescodant

pour des gènesdifférents u, �~ et y. Les RARs se lient àl'acide rétinoïdetout-transet 9-cis,

tandis que lesRXRs ne se lientqu'à l'acide rétinoïque9-cis. Cesrécepteursactifs à l'état

d'hétérodimèreassociantun RXR et un RAR, agissentcommedes facteurstranscriptionnels

ligand dépendants.

L'altération de l'activité de cesrécepteursnucléairesest identifié commejouant un

rôle important dans leprocessusde cancérogenèse,en particulier dans les leucémiesaiguës

promyélocytaires,les cancerspulmonaires, les cancersde la tête et du cou, cutanésou

mammaires.Les relationsentre lesrétinoïdeset la thyroïde sont suspectéesdepuisplusieurs

almées.Quelquesétudes ontrévélél'existenced'unerelationétroiteentrel'aciderétinoïqueet

les hormonesthyroïdiennes,Cesdifférentesobservationsnous ontconduità évaluerle niveau

d'expressiondes récepteursRARs et RXRs, au traversd'uneétudeanatomo-cliniqueportant

sur 59 cas decarcinomesthyroïdiens, par des techniques immunohistochimiqueset de

Westem-Blot.

Les principalescaractéristiquesdes carcinomesthyroïdiens, les donnéesconcement

l'oncogenèsede la glande thyroïde, le métabolismede la vitamine A, et les récepteurs

nucléairesde l'acide rétinoïqueet du rétinoïdeX ainsi que leursfonctions biologiquesseront

présentésdans lapremièrepartie de ce travail. Dans unedeuxièmepartie, nous exposerons

notre étudeanatomo-cliniquequi a consistéà analyserpar technique immunohistochimie

semi-quantitativeet Westem-Blot le niveau d'expressiondes RAR o. et �~ et RXR u59

carcinomesthyroïdiens(papillaire, vésiculaire,indifférencié). Les résultatsserontanalyséset

confrontésaux donnéesactuellesde lalittérature.
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cYhapltre1 cYaractéristlquesdesatranomc:thprôidiens

J. Epidémiologie

Les carcinomesthyroïdienssont estimésà 1% del'ensembledes tumeursmalignes.

En Europeet aux EtatsUnis, trois personnessur 100.000développentun cancerthyroïdien,

cependantil existed'importantesdisparitésentre leszonesgéographiques1.

Les cancersde la thyroïde se rencontrentplus volontiers chez les sujets de sexe

féminin, avec un sexe ratio de 2 à 3femmespour un homme. Quatre types histologiques

représententà eux seuls plus de 98% detoutes les tumeurs thyroïdiennes : carcinome

papillaire, carcinome vésiculaire, carcinome indifférencié (ou anaplasique)et carcinome

médullaire.

Le carcinomepapillaire est le plus fréquemmentrencontré. Dans les régions non

carencéesen iode, ilreprésentejusqu'à80% destumeursthyroïdiennesde l'adulteavec un pic

de fréquenceentre 30 et 50 ans. Ilreprésente90% descarcinomesthyroïdiensde l'enfant.

Le carcinome vésiculaire est plus fréquent dans les régions de carenceen Iode,

représentant30 à40% des tumeursthyroïdiennes.Cependanttoutesrégionsconfondues,il ne

correspondqu'à 10 à 20% descancersthyroïdiens.Cette entité regroupeplusieursvariantes

morphologiques: la variante à cellules de Hürthle, la variante à cellules claires et le

carcinomeinsulaire. Le carcinomevésiculaireapparaîtautour de 40 à 50 ans,soit dix ans

après l'âgemoyende survenuedu carcinomepapillaire.

Le carcinomeindifférenciéou anaplasique,moins de 10% destumeursthyroïdiennes,

s'observeprincipalementchez des femmes de plus de 60 ans. Saprésentationclinique est

particulière et corresponddans lamajeure partie des cas audéveloppementd'une masse

engainant rapidement la région thyroïdienne évoluant vers un véritable «blindage» de

l'ensembledu cou. Sonpronosticesteffroyable.

Le carcinomemédullaireest rare. Sonincidenceest malappréciée.Il correspondraità

environ 4% descancersthyroïdiens1. Dans 20 à 30% des cas il estassociéaux néoplasies

endocrinesmultiplesde type 2 (NEM 2).
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II. Facteurs de risque

Il faut distinguer les facteurs derisque des carcinomeset les facteursde risque des

autresvariétésde cancersthyroïdiens.

1. Carcinomesthyroïdiens

o Age

En présenced'unnodulethyroïdien, le risquede malignité estplus importantchezl'adulte

de plus de 60 ans et demoinsde 20 ans, etchezl'enfant.

o Sexe

La femme est 2 à 3 fois plusfréquemmentatteinted'uncancerde lathyroïdeque l'homme.

Toutefoisen présenced'un nodulethyroïdien,le risqueque celui-ci soit malin est quatrefois

plus important chez l'homme 2. Le fait de menerà terme une grossesseaugmentede façon

significative le risque de cancerpapillaire de la thyroïde. Les mécanismessupportantce

facteurde risquene sont pascaractérisés.Le rôle respectifdeshormonesde lagestationet de

la carenceiodéeinhérenteà lagrossessereste àdémontrer.

o Apport iodé

L'influencedu niveaud'apportiodé est unfacteurdéterminantdans lagenèsedes cancers

de la thyroïde. Ainsi la carenceiodée està l'origine d'uneaugmentationde la fréquencede

survenu des nodules et des cancers thyroïdiens 2,3. L'influence de l'apport iodé peut

vraisemblablementinfluer sur la naturehistologiquedes néoplasies,puisqu'enzoned'apport

iodé normal, le carcinomepapillaire représenteles trois quarts des carcinomesthyroïdiens,

contrairement aux régions de carence où le carcinome vésiculaire pourrait devenir

prépondérant.Le carcinomeindifférenciéserait-plusfréquenten zoned'endémiegoitreusepar

rapport aux régionsd'apportiodé normal:'. Uneobservationplus récentede l'influence de la

balanceiodée dans lagenèsedes cancersthyroïdiensest laconstatationd'uneaugmentation

des carcinomes papillaires de la thyroïde secondaireà l'administration d'iode à titre

prophylaxiquedu goitre endémiqueen zonecarencée4.
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o Radiationsionisantes

Toutes lessourcesde radiations ionisantes,qu'elles soient naturelles, médicales,

accidentelles ou volontaires (armes de guerre),pénétrant jusqu'à la thyroïde, sont

potentiellementcarcinogènes.Le risque decarcinomedifférencié (papillaire ou vésiculaire)

est multiplié par 15 à 50. Le risque estdépendantde la dose etd'autantplus grand que

l'irradiation a été subie par unpatientjeune5,6. Chez despatientsirradiésdansl'enfancepour

des raisonsmédicalesou non, lasurveillancede cohortependantplusieursdécenniesa permis

de calculer que le risque relatif supplémentairedu cancerde la thyroïde était de 7,7 Gy

(Gray). Dessituationsquasi expérimentalestelles que lesretombéesde labombeatomiqueà

Hiroshima ou celles liées àl'accident nucléaire de Tchernobyl confirment de manière

dramatiqueces notions. Dans une étuderétrospectiveportant sur les résultatsd'autopsies,

effectuées entre 1951 et 1985,concernantdespersonnesayant survécuà la bombeatomique

d'Hiroshima, le risque deretrouver un cancerthyroïdien occulte «1,5 cm) était 1,4 fois

supérieureschez lespatientsayant subi uneirradiationde 1 Gy parrapportà ceux nonirradiés
7

L'exemplele plus marquantdesdernièresdécenniesestreprésentépar lacatastrophede

la centralenucléaire de Tchernobyl. Contrairementà ce qui a étéobservé à Hiroshima,

l'irradiation rejetée, quoique 100 fois plus importante que celle desbombes nucléaires

utilisées au cours de lasecondeGuerre mondiale,n'a touché de façondirecte « que» 240

personnes, mais aentraînéune importanteirradiation interne. Lorsquecelle-ci s'effectuesous

forme d'Iode, la thyroïde est le principal organe touché avec uneirradiation 1 000 fois plus

importante que le reste del'organisme.On comprenddonc aisémentque l'incidence des

cancersthyroïdiensait été multipliée par 10 à 20suivant les localités de Biélorussie8. Ces

cancers sont avant tout des cancerspapillaires pédiatriques,caractériséspar leur caractère

agressif. Ces tumeurs, aussinombreuseschez les garçons que chez les filles, ont unetendance

à la multifocalité au sein duparenchymethyroïdien, connaissentune extensionlocale rapide

et il existe desmétastasesganglionnairesprécocesdans 88% des cas9. En France,aucune

relation entre lesretombéesde l'accidentde Tchernobylet unequelconqueaugmentationdes

cancers de lathyroïden'apu être établie de façonscientifiqueà ce jour.
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2. Autresvariétésde cancers de lathyroïde

Les facteursde risque des autrescancersde la thyroïde sont surtout connuspour les

lymphomes thyroïdiens. Un des principaux facteurs de risque du lymphome malin non

hodgkinien est la thyroïdite lymphocytairechronique.Ainsi le risque relatif de lymphome

thyroïdien est multiplié par un facteur 67 à 80 enprésenced'unetelle thyroïdite 10. Environ

25% des lymphomes de la thyroïde surviendraient dans un contexte de thyroïdite

lymphocytairechronique,et en cas dethyroïdite chroniquede Hashimoto,un lymphomese

développedans 1,5 à 5% des casIl. L'introduction d'une supplémentationiodée dans les

régionscarencéesen iode, où sévit le goitre endémique,a pu êtrecorréléeà uneaugmentation

de la fréquencedes thyroïditeset deslymphomes4.

III. Classification histologique descancersthyroïdiens

1. Lescarcinomes

Les tumeurs épithéliales représentent environ 99% de l'ensemble des lésions

néoplasiquesthyroïdiennes. Nous développeronsles quatre types histologiques les plus

fréquemmentrencontrés:carcinomespapillaires, vésiculaires,indifférenciéset médullaires.

(tableaun'T)

o Carcinomepapillaire

Il s'agitde tumeursmalignesépithéliales,de souchevésiculaire,typiquementconstituéede

formations papillaires et (ou) vésiculaires et comportant des modifications nucléaires

caractéristiques.Macroscopiquement,ces cancersse présententcomme des tumeurs dures,

blanchâtreset invasives.Parfois kystiques(10%), ils sont souventmultifocaux et bilatéraux

avec unefréquencequi varie selonles séries.

Microscopiquement,on observedespapilleset desvésicules.Chaquepapille est formée

par un axe conjonctivo-vasculairebordée de cellules dont les noyaux apparaissent

chevauchant,clivés, clair au centre,en verre dépoli. Dans80% des cas, il existeunepseudo

inclusion intranucléaire,correspondantà une invaginationcytoplasmique.On observesouvent

des concrétions calcaires caractéristiques, appelées calcosphérites ou psammomes.
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L'envahissementganglionnaire est fréquent et précoce (25 à 30 %). Les adénopathies

récurentielles sont les plus souvent atteintes. L'invasion vasculaire est plus rare, les

métastasesse rencontrentchez 5 à 17% desmalades,principalementpulmonaireet osseuse.

15 à 20% des carcinomespapillaires présententdes caractéristiqueshistologiquesmoins

typiques, mais sont classésdans les carcinomespapillaires en raison de leurs aspects

cytologiques.

On distingueainsi cinqsous-types:

- le carcinomepapillaire sclérosant: rare, préférentiellementobservéchez le sujet

jeune,il s'étendà tout un lobe, voireà l'ensemblede la thyroïde. L'aspectpeut en imposer

pour une thyroïdite. On observeune infiltration tumoraledont lecaractèrepapillairepeutêtre

difficile à affirmer en raisond'unemétaplasiemalpighiennefréquente.

- la variante vésiculaire: on décrit deux sous-types.La forme macrovésiculaire

encapsulée,faite d'unmélangede glandesvésiculairesd'allurenormaleet depetitesvésicules

d'alluretumorale,de bonpronosticet la formevésiculairediffuse. Cettedernièreatteint toute

la thyroïdeet s'accompagned'un taux élevédemétastasesviscérales.

- le carcinome à cellules oxyphiles (cellules de Hürthle) : il représente3% des

carcmomesthyroïdiens. L'architecture est le plus souvent papillaire. Les noyaux sont

hyperchromatiques,nucléolés,le cytoplasmeabondantfortementéosinophileet granuleuxà la

coloration HES, riche enmitochondries.Les facteurspronosticssont identiquesà ceux du

papillaireclassique.Il survientà un âge plusavancé.

- le microcarcinomepapillaire: tumeur de moms de 10 mm, soit symptomatique

découvert lors de l'exploration d'un nodule, soit occulte de découverte fortuite.

Histologiquementd'architecturevésiculaireou papillaire,plusieurssous-typessontdéfinis en

fonction dumoded'encapsulation,de lamultifocalité.

- le carcinomepapillaire encapsulé: dans lamajeurepartiedes casl'interfaceentre la

tumeuret leparenchyme.thyroïdienrésiduelest.irrégulière.Dans quelquescas,moinsde 10%

des cas decarcinomespapillaireson peutmettreen évidenceune capsulefibreusedélimitant

le carcinome.Cettedernièrepeut être lesiègeou non denombreusesinvasionsminimes12. Du

fait de la présenced'une capsule limitant l'extension tumorale, cette variante possèdeun

excellentpronostic.Les métastasessont exceptionnelleset la survieà 10 ans est de100%13.
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o Carcinomevésiculaire

Tumeurmaligne épithélialede souchevésiculairequi ne présentepas les caractéristiques

cytologiques des cancerspapillaires. Macroscopiquement,les carcinomesvésiculairesse

présententsous laforme d'un nodule isolé, uniquedans 90% des cas,ferme et decoloration

beige. Ils peuvent être kystiques multifocaux. Microscopiquement,du fait d'un important

degré deressemblanceavec la thyroïde normale, le diagnostic anatorno-pathologiqueest

difficile, il n'existeen effet aucuncritère cellulaire formel permettantd'affirmer la malignité.

Les critèresde malignitésont laprésenced'embolesvasculaireset d'effractioncapsulaire.

On distingue:

- le carcinomeà invasion minime: il représenteplus de 50% descancersvésiculaires.

Histologiquement,il s'agit d'un nodule hypercellulaire,trabéculaireou microvésiculaire.Le

diagnosticde malignité reposesur la découvertede signesd'invasiondes vaisseauxet (ou)

d'infiltration de lacapsule,limitant enpériphériele nodule.

- le carcinomelargementinvasif: le diagnosticde malignité est plus facile enraison

de l'importantenvahissementvasculaire,du tissu thyroïdienpérilésionnelou extra-thyroïdien.

Parfoisbien différencié, les cellulessont leplus souventatypiquesavec une anisocaryoseet

une activité mitotique élevée. Le cancervésiculaire disséminepar voie hématogène,plus

rarement lymphatique. Les sitesmétastatiquespréférentielssont le poumon, les os etplus

rarement le cerveau. Il existe trois variantes du carcinomevésiculaire, en fonction de la

présencede cellules oxyphiles (cellules de Hürthle), de cellules claires et enfin une variante

dite carcinomeinsulaire. Le carcinomeinsulaire présentedes caractèresmorphologiqueset

évolutifs intermédiairesentre le carcinome vésiculaire et anaplasique.Très invasif, il se

différencie du carcinomeanaplasiquepar la présencede foyers tantôt vésiculairestantôt

papillaires.

o Carcinomeindifférencié

Très agressif, il correspond au stade terminal de la dédifférenciation d'une tumeur

vésiculaire.Il représentemoins de 10% descancersthyroïdiens,il est plus fréquentdans les

régions où domine la carence iodée. La tumeur est macroscopiquementvolumineuse,

hémorragique,infiltrant la thyroïde et le tissu adjacent. Microscopiquement,il s'agit de

cellules fusiformes,polygonales.L'immunohistochimiepermetd'éliminer un lymphome,un

cancermédullaireou un cancervésiculairepeudifférencié.L'extensionlocale est importante,

avec envahissementdes structures du cou. Les métastasesles plus fréquentes sont
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pulmonaires.Plus de 40% des cas sontmétastatiquesau momentdu diagnosticet seulement

13% neconnaissentqu'undéveloppementpurementlocal.

o Carcinomemédullaire

Il se développeà partir des cellules C para-folliculaireset représenteapproximativement

4% destumeursde lathyroïde.On décrit la formesporadiquesurvenantà tout âge et la forme

familiale qui représente 20 à 30 % des carcinomes médullaires de la thyroïde.

Macroscopiquement,il se présentecommeune tumeurde taille variable,souventlocaliséeà la

jonction des tiers supérieuret moyen des lobesthyroïdiens. Bien limité, il peut parfois

présenterun aspectinfiltrant et envahir les tissus adjacents.Microscopiquement,la forme

typique représente80 % des lésions. Lescellules sont rondesou polyédriques.Les mitoses

sont rares. Certains noyaux présententune inclusion cytoplasmique intranucléaire. Les

granules neurosecrétoiressont mis en évidence en microscopie optique ou par analyse

immunohistochimiqueavec unanticorpsanti-chromogranineA. Le stromatumoral, parfois

parseméde calcosphérites,est fait d'un mélangede substancehyaline et amyloïde. Ces

cellulesprésententune immunoréactivitépour la calcitonine.

Des variantesmal individualiséessont décrites,reposantsur l'aspectdes cellules,qui

peuventêtre oxyphiles ou géantes,ou l'existenced'un matériel secrétoirequi peut être du

mucus ou de lamélanine.Dans les formes trèsindifférenciées,c'est un immunomarquage

positif pour la calcitonineou l'antigènecarcino-embryonnaire(ACE) qui permetle diagnostic
12,14

o Autrescarcinomes

Les autres carcmomes thyroïdiens correspondent au carcmome mucmeux,

mucoépidermoïdeet squameux.Il s'agit de tumeurs exceptionnelles,moins de 1% des

tumeursépithélialesde lathyroïde.

2. Les tumeurs noncarcinomateuses

Les deux néoplasmesnon carcinomateuxles plus fréquemmentrencontrésdans le

parenchymethyroïdiensont leslymphomeset lessarcomesprimitifs de lathyroïde.
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o lymphomesthyroïdiens

Ils représentent2% des lymphomes extra-ganglionnaireset moms de 5% de tumeurs

malignesde la thyroïde. Ils peuventêtre hodgkiniensou non-hodgkiniens.De rarescas de

lymphomes de Burkitt ou de plasmocytomesthyroïdiens ont été décrits. La prévalence

féminine reste manifeste,avec unsexe ratio de 3à 4 femmespour 1 homme. Les formes

pédiatriques sont rares et la maladie touche plus volontiers des adultes autour de la

soixantaine.Il s'agit le plus souventde lymphomesdiffus, à grandescellules,de phénotypeB

et d'origine centro-folliculaire. La majorité se développeà partir d'une thyroïdite auto

. L . 'do 412Immune. e pronostIcest me lOcre ' .

o sarcomeprimitif

La distinction avec lecanceranaplasiqueest difficile. L'étude immunohistochimiqueest

une aide diagnostique capitale. Quelques cas de fibrosarcomes, léiomyosarcomes,

1· . , r r 15 16rposarcomeset anglOsarcomesont eterapportes ' .

3. Les tumeurssecondaires

La thyroïde peut êtreenvahiepar contiguïtéà partir d'un cancerlocorégional(cancer

parathyroïdien ou cancer des voies aérodigestivessupérieures)ou représenterun site

d'implantationmétastatique.Les tumeurssolidesmétastasantavec la plus grandefréquence

dans lathyroïde sont lescancersdu rein, du sein etbronchiquesainsi que les mélanomes

malins.Parailleurs 10 à 15% deshémopathiesmalignesont unelocalisationthyroïdienne.

IV. Aspectscliniques et facteurs pronostiquesdes cancersthyroïdiens

1. Aspectscliniques

Dansun nombrenon négligeablede cas, lediagnosticde tumeurmalignethyroïdienne

est posé, demanièrefortuite, en postopératoire,sur despiècesde thyroïdectomies.Dans les

cas où lediagnosticest suspectéen préopératoire,le symptômele plus souventrapportéest la

présenced'un nodulethyroïdienpalpable.Il s'agit dans lamajeurepartie des casd'un nodule

froid à la scintigraphie.Des métastasessontprésentesau momentdu diagnosticdans50% des
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cas (pulmonaires, osseusesou cérébrales), tous types histologiques confondus. Une

localisationganglionnairecervicalemétastatiqueestparfois le seul signecliniquepatent,c'est

le cas enparticulier des carcinomesvésiculairesou papillaires. Certains signes cliniques

associéspeuventorientervers uneorigine histologiqueprécise.La présenced'une diarrhée

accompagnantun nodule thyroïdien suspectdoit faire évoquerle diagnosticde carcinome

médullaire.La présentationclinique du carcinomeindifférenciéest particulière.Il se présente

commeun goitre ou uneformation nodulairerapidementévolutif. Des signesfonctionnelsà

type decompression(dyspnée,dysphagie,dysphonie)ou de gênecervicalesont fréquents.A

la palpation,ce goitre ou cenoduleest dur voireligneux et fixé fréquemmentaux structures

adjacentes.

1. Facteurspronostiques

Un grand nombre de facteurspronostiquesont été mis enévidencepour les tumeurs

épithéliales thyroïdiennes, comme le type histologique, le sous-type, la différenciation

cellulaire, le stade TNM, certains facteurs cliniques comme l'âge ou le sexe,l'expression

cellulaire de E-cadhérineou du CD97, l'aneuploïdie1 et enfin des facteurs de croissance

angiogène(VEGF).

Les facteurs les plusfréquemmentutiliséssont le stadeTNM, les facteurscliniqueset le

type histologiqueprécis.

o Le stade TNM
La variable la plus prédictivede la durée desurvied'un patientest laclassificationTNM.

Cette demi ère estobtenueen combinant la taille de la tumeur primitive avec l'extension

éventuelleen dehors de laglandethyroïdienne(Tl à T4), l'envahissementganglionnaire(NO à

NI) et ladisséminationmétastatique(tableaun02). CettestadificationTNM est fondée sur des

examens d'imagerie tomodensitométrique(TDM) et préférentiellementsur l'imagerie par

résonance magnétique (IRM) ou l'endoscopie (oesophagienneou respiratoire), afin

d'apprécierau mieux l'extensionéventuelleà la trachéeou à l'œsophage.La scintigraphien'a

de rôle que pour larecherched'une localisationsecondaireprincipalementosseuse.Il existe

unecorrélationpronostiqueinversementproportionnelleau stadede lamaladie.
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Cesdifférentsexamenspermettentl'étudede:

y' L'extensiontumorale:

Les résultatsde l'imageriepermettentde distinguerune extensionau-delàde laglande

thyroïdienne,classéT4.

y' L'extensionganglionnaire:

Avant d'être considéréecommemétastatiqueune adénopathie,découverteen imagerie

ou à l'examenclinique, nécessiteun contrôlehistologique.Certainesétudesn'ont cependant

pas prouvé que la présenceau diagnostic de métastasesganglionnairesa une influence

significativesur lasurvie21.

y' L'extensionmétastatique:

La tomodensitométrie(TDM), l'imagerie par résonancemagnétique(IRM) et la

scintigraphieont une place de choix dans larecherchede métastases,avec une certaine

spécificitéd'organespour chacun.

L'obtention du stade TNM par desmoyens cliniques et d'imagerie est parfois

imprécise. Les constatationsfournies par l'examen macroscopiquesur pièce fraîche et

microscopique peuvent apporter quelques nuances au TNM clinique. Cette correction

éventuelle est importante car elle permet d'optimiser le traitement. Toutefois le TNM

préopératoirereste un facteurpronostiqueessentielet facilementreproductible.

o Facteurspronostiquescliniques

Seul l'âge est reconnu comme un facteur pronostique clinique incontestable, des

carcinomesdifférenciésde lathyroïde22,23. Quel que soit le typehistologique,la mortalité liée

au cancerde lathyroïdeaugmentelorsquecelui-ci survientchez un sujet âgé. Parailleurs, les

cancers de lathyroïde survenant chez l'enfant sont souvent étendus. L'envahissement

ganglionnaireet lesmétastases,principalementpulmonairessont fréquents.

Ce facteur·pronostiquepermetd'individualiserdeux groupesde patients.Les malades

âgés de moins de moins de 45 ans ont unesurvie à long terme excellente.Les métastasesà

distanceet lesrechutescervicalessont le plussouventcontrôléeset la mortalité est demoins

de 2%. Lesmaladesâgés de plus de 45 ans ont unpronostic plus sombre Les rechutes

cervicaleset les métastasessont moins biencontrôléeset la mortalité liée au cancerde la

thyroïdeestd'environ30%.

Pour le casparticulier du carcinomemédullaire, outre l'âge, le sexe masculin est

égalementreconnucommeun facteur demauvaispronosticclinique. La concentrationsérique
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de la calcitoninepostopératoiren'apasde rôle pronosticimportant,par contreune ascension

progressivede l'ACE en postopératoiresigne en règle généralel'apparitionde métastasesà

distance24.

o Typehistologique

Le type histologiqueainsi que sonsous-typeprécissont d'excellentsfacteurspronostiques

descarcinomesthyroïdiens1.

Le carcinomepapillaireest debon pronostic,la survieà 10 ans deplus de 95%. En ce

qui concemele carcinomevésiculaire, toutes variantesconfondues,son pronostic est bon,

entre 75 et 90% desurvie à 10 ans,à une seulenuanceprès. Quand il existe une invasion

massivede laglande,l'espérancede survien'estque 20à 45% à 10 ans.Cettesurvieà 10 ans,

pour les rares cas decarcinomes médullaires sporadiques,avoisine les 90%. Seul le

carcinomeindifférencié est de trèsmauvaispronostic. La majorité des patientsdécèdedans

l'annéequi suit le diagnostic,quel que soit letraitementproposé.Pour les autrestypes de

tumeursépithéliales,les cassontsi rares qu'il estimpossibled'établirune survieà 5 ans.

La présence d'une effraction capsulaire, pour un carcinome encapsulé, et d'emboles

vasculairessont desfacteurspéjoratifsindépendantdu type histologique.
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Tableau n? 1 : Classificationdes tumeursmalignesthyroïdiennes

selon l'OMS 1996 (19)

Tumeurs épithéliales

1. Carcinomespapillaires
• Formeclassique
• Microcarcinome
• Carcinomepapillaireencapsu1é
• Variantevésiculaire
• Variantesclérosante
• Varianteà cellulesoxyphi1es

2. Carcinomesvésiculaires
• Varianteà cellulesclaires
• Varianteà cellulesde Hürthle
• Carcinomeinsulaire

3. Carcinomesmédullaires
• Formeclassique
• Carcinomecomposémédullaireet folliculaire

4. Carcinomeindifférenciéou anaplasique

5. Autrescarcinomesrares
• Carcinomemucineux
• Carcinomemucoépidermoïde
• Carcinomesquameux

Tumeurs non épithéliales

1. Sarcomes

2. Lymphomesmalinsnon hodgkiniens

3. Tumeursexceptionnelles

4. Tumeursnon classables

Tumeurs secondaires
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Tableau n02 : ClassificationTNM (20)

T - Tumeur primitive:

Tx La tumeurprimitive ne peutêtre évaluée
Ta La tumeurprimitive n'estpasdécelable
Tl T<I cm dans saplus grandedimension,limitée à la thyroïde
T2 I cm < T > 4 cm dans sa plusgrandedimension, limitéeà la thyroïde
T3 T> 4 cm dans saplus grandedimension,limitée à la thyroïde
T4 Tumeurde taille variable,ayantfranchi la capsulede lathyroïde

N - Adénopathiesrégionales

Nx Les adénopathiesne peuventêtre évaluées
NO Absenced'adénopathierégionalemétastatique
NI Adénopathiesrégionalesmétastatiques

NIa Adénopathie(s)métastatique(s)régionale(s)cervicale(s),homolatérale(s)
NI b Adénopathie(s)métastatique(s)cervicale(s),bilatérale(s),médiane(s)ou
controlatérale(s),ou métastase(s)ganglionnaire(s)médiastinale(s).

M - Métastases

MO Absencede métastaseà distance
Ml Métastase(s)à distance

v. Donnéessur l'oncogenèsedescarcinomesthyroïdiens

Le taux deprolifération des cellules thyroïdiennes,très faible à l'état normal, est sous

la dépendanced'un ensemble de facteurs extra- et intracellulaires qui jouent un rôle

stimulateurou inhibiteur. Les différentesétapesde la cancérogenèseépithélialethyroïdienne

sont déterminéespar des mutations ou des réarrangementsde gènes régulateursde cette

croissance25. Les étapes de la cancérogenèseépithéliale thyroïdienne sont encore mal

déterminées.Elles consistent,comme cela a été démontré au niveau du colon ou de la

bronche,en l'accumulationséquentielled'altérationsgéniques,portant sur lesgènesclés du

contrôlede laproliférationcellulairede l'apoptoseet del'angiogenèse.
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Les gènesaltérésappartiennentà deuxclasses:

Les oncogènessontdesgènescellulairesprésentsà l'étatnormal sousforme de proto

oncogènesdont les produits d'expressionphysiologiqueont un rôle prépondérantdans la

croissance et/ou la différenciation cellulaire. Les proto-oncogènespeuvent subir des

évènementsgénétiquesportant sur l'un de leurs allèles les activant et les transformanten

oncogènes par des mutations ponctuelles, amplification génique intra- ou extra

chromosomique,transpositionou par insertion-promotion.Ces modificationsgénétiquesont

un effet dominantsur les cellulestumoraleset sont responsablesd'uneproliférationcellulaire

anormale.

Les gènessuppresseursde tumeurs sont des gènesubiquitaires,présentsà l'état

normal, qui codentpour des protéinesrégulantnégativementla prolifération cellulaire. Les

gènessuppresseursde tumeurssont impliqués de manièrephysiologiquedans l'inhibition de

la prolifération cellulaire et la régulationde l'apoptose.L'inactivationd'un gènesuppresseur

de tumeurss'exprimehabituellementselonun moderécessif,par oppositionaux oncogènesà

expressiondominante.

Six gènesou familles de gène,intervenantpardesvoiesd'activationdifférente,ont été

impliqués de manièrespécifiquedans leprocessusde cancérogenèsethyroïdienne,chaque

voie paraîtspécifiqued'unecatégoriede tumeur.

1. Principauxoncogènes

o Facteursde croissance

Un grandnombrede facteursde croissanceainsi que leurs récepteurssont impliqués dans

la tumorogenèsethyroïdienne. Les cellules cancéreusespeuvent produire leurs propres

facteursde croissance,réalisantainsi uneboucle autocrine,si les récepteurscorrespondants

sont exprimésà leur surface.Un mécanismeparacrinepeut égalementse rencontrer,faisant

intervenirdescellulesde lastroma-réactionet favorisantainsi.laprolifération tumorale.

L'EGF (Epidennalgrowth factor) et sonrécepteur(EGF-R) ont étémis en évidencepar

immunohistochimiedans les néoplasmesthyroïdiens mais sont absentsdans les lésions

bénignes26,27. L'EGF-R correspondà une tyrosinekinasemembranairecodéepar l'oncogène

c-erb B1. Ce récepteurexprimépar les cellulesépithélialesparticipeau développementd'une

boucleautocrine.

Dans la variante anaplasique,une productionplus importanted'EGF-R que dans les autres

formes histologiques a pu être détectée, où l'EGF paraît également avoir une valeur
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pronostique. Dans les tumeurs où le taux d'EGF est élevé les récurrencessont plus

fr ' t 27equenes .

Le TGF P (transforrning growth factor �~�) est égalementproduit par les tumeurs

thyroïdiennes,à un taux plus élevé dans les tumeurs cancéreusespar rapport aux lésions

bénignes. L'expression de récepteursdu TGF �~ a un rôle, ubiquitaire, capital dans la

progression tumorale, rôle qui a été rapporté pour d'autres tumeurs comme les

adénocarcinomesgastriques ou les carcinomes épidermoïdes des voies aérodigestives

r • 2829supeneures ' .

L'IGF 1 (insulin growth factor 1) est produit aussibien par les tumeursmalignesque

bénignes.

Enfin le récepteur,PDGFRp, facteurde croissancedérivé des plaquettes,a pu être mis

en évidencedansles carcinomesanaplasiquesde la thyroïde26.

o OncogèneRas

Les oncogènesHa-, Ki- et N-ras, situés sur des chromosomesdifférents, codentpour 3

protéines G, d'un poids moléculaire de 21000 daltons, qui assurent la transmissiondes

signauxintracellulairesà partir de récepteursmembranairesà tyrosine-kinase.Il s'agitd'une

voie majeured'activationcellulaire fréquemmentimpliquéedansles processusnéoplasiques.

Cet oncogèneras intervientdansla proliférationet la différenciationcellulaire.

Des mutationsactivatricesdes trois gènesont été rapportéesdans les tumeursthyroïdiennes,

mais avec desfréquenceset descorrélationshistopathologiquestrès variables,probablement

en raisond'approchestechniquesdifférenteset d'un manqued'homogénéitédansles critères

de classificationdes tumeurs. Les donnéesrécentessur la recherched'une mutation de ras

dans les tumeurs thyroïdiennesretrouvent une incidence moindre que pour les premières

études17 et sont restreintesà certainesclassesde tumeur. Les plus fréquentesconcernentle

codon61 de N-ras, muté dans20% des adénomesatypiqueset descancersvésiculaires,ainsi

que dans 1 à 3 % des carcinomespapillairesà variantevésiculaireou à cellules de Hürthle

17.30. Dansles carcinomespapillaires de forme classiquecettemutationn'apasété retrouvée.

Cettemutationde l'oncogèneras sembledonc être impliquéedansles premièresétapesde la

transformation des tumeurs d'architecture vésiculaire et dans leur évolution vers la

1· ·-31ma igrute .

Les autres types de mutation des gènes ras sont beaucoupmoms fréquents et de

signification plus floue 32. Approximativement12% des adénomesnon atypiquesprésentent

une mutation touchant les codons 12-13 deHa-ras. Cette mutation est égalementretrouvée
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dans 2 à 3% desnéoplasmesthyroïdiens(2,7% des carcinomespapillaires)33. Par contre la

mutationtouchantle codon61 deHa-rasaffectepresqueexclusivementles tumeursmalignes.

o OncogèneRETet TRK

Le gèneRET codepour le récepteurmembranaired'un facteur de croissancede cellules

nerveuses,le GDNF (glial derived neurotrophic factor). Il s'agit d'une enzyme à activité

tyrosine-kinasecapablein vitro de transformerles cellules thyroïdiennesqui le surexpriment

demanièreconstitutionnelle.

A l'étatnormalce gèneRET est peu ou pasexprimépar les cellulesthyroïdiennes,alorsqu'il

est surexprimédans 50 à 70% descancerspapillaires,dans uneproportionvariableselon les

études(de 5 à 84% des cas). Cettesurexpressionest liée à la présencede réarrangement

génique entraînant la fusion du domaine tyrosine-kinasedu gène RET avec la partie

activatricede divers gènesdomestiques,aboutissantà la formation de l'oncogèneRET/PTC:

Huit variétés ont pour l'instant été décrites. Ces réarrangementsdu gène RET n'ont été

retrouvésin vivo que dans lescarcinomespapillaires35. Les expériencesde Bond et coll 36 ont

montré que lesréarrangementsde l'oncogèneRET étaient un événementprécocedans les

carcinomespapillaires.

Le RET/PTCl est plussouventretrouvéchezdespatientsayantété exposésà des

radiations ionisantes36 . Les oncogènesPTCl-PTC2-PTC4ont été identifiés comme des

inversions para-centriquesdu bras long duchromosomela, entraînantune activation des

gènes H4 etELEI situé respectivementsur le locus10q2l et 10qll-2. L'oncogènePTC3 est

induit par unetranslocationentre leschromosomesla et 17(t(10;17)(q1l-2;q23)) conduisant

à la fusion dudomainetyrosinekinase avec leproto-oncogèneRET, avec inhibition de RIa

AMPc kinase dépendante37 . L'oncogène PTC5 est le résultat d'un réarrangement

chromosomiqueentre l'extrémité5' du gèneRFG5 avec ledomainetyrosinekinasede RET.

La fusion entre ledomaine tyrosine de RET et le gènehTIFl conduit à la formation de

l'oncogènePTC6.La forme activée dePTC7 correspondà la fusion de RFG7 avec le

domainetyrosinekinasede RET. Enfinl'oncogènePTC8, récemmentmis enévidence,est du

à une translocationentre leschromosomes10 et 14 (t(10;14)(qll.2;q22.l))conduisantà la

fusion du domaine tyrosine kinase de RET avec le gène KTNl. Pour l'instant seul le

RET/PTC3apparaîtplus spécifiquedans lescancerspapillairesradio-induitsde l'enfant1,25 .

Dans certainesétudes,le taux deréarrangementsde type RET/PTC, trouvésdans

les cancerspapillaires,est trèsvariable, alors que lamajorité des tumeursexprimefortement

l'enzyme tyrosine kinase liée à RET. D'autres mécanismesd'activation sont sûrementen
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cause. Ilpourrait s'agirsoit deréarrangementsnon encoredécrits, soit de variantsrésultants

dephénomènede « splicing» altematif38
.

Récemmentdes réarrangementsde type RET/PTC1 ont été détectésdans des adénomes

trabéculaireshyalinisants,suggérantque cestumeurs,qui présententcertainstraits communs

avec lescarcinomespapillaires,pourraientsuivreunemêmevoie histogénique39.

Le gèneTRK qui codepour le récepteurdu NGF (nervegrowth factor) est activé

dans 5 à 15% descarcinomes papillaires spontanéspar un mécanismesimilaire de

réarrangementsavec la partie activatrice de plusieurs gènescodant pour des protéinesde

structure.

o OncogèneGSPet récepteurà la TSH

Ces deuxprotéinescommandentl'étapeinitiale de la voie designalisationspécifiquedes

cellulesvésiculaires,voie del'AMPc, qui induit à la fois la prolifération et la différenciation

des cellules vésiculaires.Dans lesadénomestoxiques, cette voie est activée de manière

constitutiveet lescellulesprolifèrent indépendammentde larégulationde la TSH, engardant

leur différenciationet leur fonction 25 . La majorité de cesadénomesprésentedes mutations

ponctuelles de GSP ou durécepteur de la TSH dans deszones critiques sur le plan

fonctionnel, conduisantà un changementde conformation de la molécule, simulant une

stimulationpar la TSH.

o OncogèneMet

L'oncogèneMet estamplifié dans 70% descarcinomespapillaireset descarcinomespeu

différenciés,et dans plus de 25% descarcinomesvésiculaires.Cependantil n'apas étédétecté

d'amplificationde l'oncogèneMet dans lescarcinomesanaplasiquesou médullaires.Pourcet

oncogène,seuleune amplificationa pu êtremiseen évidence,sansmutationassociée.

o OncogènePAX81PPARY1

Des translocationst(2;3)(q13;p25) entraînantune fusion du gène de transcription des

cellules thyroïdiennespax8 avec le gène PPARgamma1 (peroxisomeproliferator-activator

receptor)ont étédepuispeu rapportéesdans unemajorité de carcinomesvésiculaireset non

dans lesadénomesvésiculairesou les carcinomespapillaires40 . PAX8-PPAR s'accumule

dans lescellules où il entraîneune inhibition de la transactivationpar PPAR gamma1, de

manièredominante.Son accumulationintranucléairea pu êtreidentifiée à l'aide d'anticorps

spécifiqueanti PPARgamma1.
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2. Gènessuppresseursde tumeurs

Deux gènessuppresseursde tumeurs ont pu être mIS enévidence dans les

carcinomesthyroïdiens.Il s'agitdu gène de laprotéinep53 et dugènedu rétinoblastome.

o Gène de laprotéinep53

Le gène de laprotéine p53 est situé sur le bras court duchromosome17 (17pI3). La

protéinep53 intervient dans larégulationdu cycle cellulaire, l'activation transcriptionnelle.

Elle induit égalementl' apoptosedes cellules qui présententdes lésions irréversibles de

l'ADN. Elle intervient dans lecontrôle de l'expressionde certainsgènesde l'angiogenèse

(VEGF, thrombospondine),ou dans lecontrôle de la matrice extracellulaire.Des mutations

inactivatrices de p53 sont présentesdans 15 à 25% descarcinomes indifférenciés et

anaplasiques.Ces mutations seraient liées à l'instabilité génique qui s'accentueau fil de

l'évolution des tumeurs. Leurfréquenceest identiquedans lestumeursspontanéesou radio

induites 25,41 . La responsabilitéde la disparition de la protéine p53 fonctionnelle dans la

transformationanaplasiquedes carcinomespapillairesinduite par RET/PTCa étédémontrée

expérimentalementchez les souristransgèniquesp53 _/_ 42.

o Gène durétinoblastome

Le gène suppresseurdu rétinoblastome(Rb) est retrouvé dans 55% descarcmomes

thyroïdiens avec présenced'une délétion ou d'une mutation. Cette mutation n'est pas

retrouvéedans les lésionsbénignes.Il s'agit d'unedélétionde la partie C terminaleou d'un

splicing anormal de l'ARNm 43 . Les anomaliesgéniquesles plus fréquentessont ladélétion

de l' exon 21 ou la fusion entre les exons 20 et 22.
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Figure nOl: gènes ou famille de gènesparticipant
à la cancérogenèsedescarcinomesthyroïdiens(l, 24)
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VI. Aspectsthérapeutiques

Le traitementfait appel avant tout à la chirurgie. Il existe cependantd'autresarmes

thérapeutiquescommela radiothérapieexterneet le traitementpar l'iode 131.

o Chirurgie

Le traitementde choix des carcinomesthyroïdiensest chirurgical. L'interventionde base

est la thyroïdectomie totale avec curage ganglionnaire à la recherche d'une métastase

ganglionnaireassociée.En cas decarcinome papillaire, carcinome le plus fréquemment

rencontré, l'attitude européenneest la thyroïdectomietotale. Une thyroïdectomiepartielle

serait plusvolontiers réaliséeaux Etats Unis44. Toutefois en Europe, la lobo-isthmectomie

serait considéréecommesuffisanteen cas decancerunifocal de petitesdimensions« 1,5 cm)

sans effraction capsulaireet sansenvahissementganglionnaire4. Les argumentsen faveur

d'unethyroïdectomietotalesont récapitulésdans letableaun03.

L'envahissementganglionnairesus-claviculaireconfirmé par un examenextemporané

implique la réalisation d'un curage jugulo-carotidien conservateur,respectantle muscle

sterno-cléido-mastoïdien,la veine jugulaire et le nerf spinal. En cas d'envahissement

récurrentiel, une exploration du médiastin antérieur sera effectuée. Cette exploration
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ganglionnairedoit êtrebilatéraleen cas decancerbilatéral.En casd'adénopathiemétastatique

jugulo-carotidiennepalpable,le curagejugulo-carotidienconservateurest effectué.

Cette attitude permet d'éviter les réinterventionset de réduire ainsi la morbidité

opératoire:paralysierécurrentielleou spinale et surtout l 'hypoparathyroïdiedéfinitive qui

peut également être évitée grâce au repérage par le bleu de méthylène et à

l 'autotransplantation.

Pour un carcinomevésiculaire, la thyroïdectomieest le traitementde choix établi de

manièreconsensuelle.Les métastaseshématogènessont plus fréquenteset nepeuventpas être

traitéesde manièreefficacepar l'iode radioactifs'il persistedu parenchymethyroïdien.

Dans le cas d'un carcinomeindifférencié de la thyroïde, une thyroïdectomietotale

sembleindispensable,mais ellen'estpas toujoursréalisable.Le but dans cegenrede tumeur

est decontrôlerl'extensionlocale de la tumeuret d'ainsi prévenir l'obstructionde la trachée

et de l'œsophage.En général cela n'est possiblequ'au prix d'une stratégiethérapeutique

mutilanteassociantchirurgie,radiothérapieexterneet chimiothérapie45.

La chirurgie est également le traitement de choix des carcinomes médullaires

sporadiquesou héréditaires.Le succèsde lachirurgie, correspondantà l'exérèsecomplètede

la tumeur,est lié à lamesureperopératoirede lacalcitonine46,47. Elle nécessiteun chirurgien

expérimentéafin d'en limiter la morbidité. Le consensussur legestechirurgical48 en France

est lesuivant:

- Thyroïdectomietotalebilatérale;

- Cellulo-lymphadénectomiecomplètedu compartimentcentraldu cou, entre les deux

axesjugule-carotidiens,de l'os hyoïdeaux troncsveineuxbrachiocéphaliques;

- Curagejugulo-carotidienet spinal bilatéral en cas detumeurde plus de 2 cm et (ou)

si l'examenextemporanédes ganglionslymphatiquescentrauxou latéraux est positif. Dans

les formesfamiliales, on neseraitfaire l'économied'un curage récurrentielbilatéral,mêmesi

les tumeurssontpetites.Une explorationdu médiastinantérieurepourraêtre réaliséeen cas de

présencede ganglionsmétastatiquescentrocervicalou controlatéral'.
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Tableau n03: Argumentsen faveurd'unethyroïdectomietotaleou

partielledansles carcinomespapillairesde la thyroïde(1)

Les argumentsen faveurd'unethyroïdectomietotalesont:

1. Multifocalité dansun quartdes cas

2. Haut risque de morbidité pour thyroïdectomie complémentairesur des

remaniementsthyroïdienspostopératoires.

3. Les petiteslésionspeuventavoir un caractèreplus agressifet un potentielde

dédifférenciationsupérieureaux volumineuseslésions.

4. Une thyroïdectomiepartiellepeutêtrela causede récurrencelocale.

S. Un chirurgien expérimentépeut réaliserune thyroïdectomietotale avec de

minimescomplicationsà court terme.

6. L'irradiation par l'iode 131 d'un résidu thyroïdien importants'accompagne

de douleurs.

7. Iode radioactif peut être utilisé pour le diagnostic et le traitement

complémentairedesmétastasesà distanceaprèsune thyroïdectomietotale.

8. La mesurede lathyroglobulinepeutêtre utiliséeen peropératoire.

La thyroïdectomiepartielleest recommandéepour les raisonssuivantes:

1. la survenued'une récidive tumorale sur le lobe thyroïdien restantest peu

fréquente

2. Faible risque de transformation«1%) d'un carcinome papillaire en un

carcinomeindifférencié(anaplasique).

3. Pas dedifférence en terme de survie entre une thyroïdectomietotale ou

partielle.

4. Une récidive localepeutbénéficierd'uneréintervention.

5. Morbidité moindreaprèsune thyroïdectomiepartielle.

6. Si nécessaire,la destruction du parenchymethyroïdien restant peut être

réaliserpar iode radioactifsansmorbidité.
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o Traitementscomplémentaires

Les traitementscomplémentairessont baséssur laradiothérapieexterneet le traitementpar

l'iode radioactif131.

La radiothérapie externe est indiquée quand l'exérèse chirurgicale initiale du tissu

néoplasiquecervical a été incomplète car impossible49,50. Chez ces patients, elle permet

d'obtenirun taux desurvie de 70%à 5 ans et de 57%à 10 ans.Habituellement,l'irradiation

englobele cou entotalité et le médiastinsupérieuret délivre 50 Gy en 5semaines,soit 25

séances.En cas dereliquat tumoralmacroscopique,un complémentd'irradiationde 5 Gy est

effectué. Pour les carcinomesmédullaires,une radiothérapieexterne peut être également

entreprise.Cependant,ses effetsantitumorauxsont faibles,mêmeavec desdosesde 50 Gy ou

plus.

Le traitement complémentairepar l'iode 131 consisteà administrer3,7 GBq (100

mCi) après stimulation par la TSH. Deux indications sont indiscutables: l'existence de

métastasesà distanceet l'exérèsechirurgicaleincomplètedu tissunéoplasiquecervical. Dans

ce cas letraitementpar l'iode 131 radioactifprécèdela radiothérapietranscutanée,lorsque

celle-ci a été décidée.Après exérèsecomplètedu tissu tumoral, l'intérêt de l'administration

systématiquede l'iode 131 estdouble: la destructiondes reliquats thyroïdiensaugmentela

spécificité du dosagede la thyroglobulinedans lesérumet la sensibilitédes scintigraphies

corps entierà l'iode 131 pendantla surveillance;l'irradiationpar l'iode 131 peutdétruiredes

foyers néoplasiquesrésiduels.Ce traitementdiminue le taux derechuteet la mortalité après

exérèsecomplèted'une tumeur thyroïdiennemesurant1,5 cm ou plus,qu'elle soit ou non

associéeà des métastasesganglionnaires.Un traitementpost-opératoirepar l'iode 131 est

donc indiqué dans deuxcirconstances:soit en cas dechirurgie incomplèteou douteuse,en

raison del'extension locorégionalede la maladie, soit aprèschirurgie complèteen cas de

facteurs pronostiquesdéfavorables:âge supérieurà 45 ans, cancerpeu différencié, tumeur

supérieure à 1,5 cm de diamètre, effraction de la capsule thyroïdienne, métastases

ganglionnaires.A distancedeI'intervention.chirurgicale,ce traitementcomplémentaireest

indiqué en cas depersistanced'un taux sérique élevé de thyroglobuline. Un examen

scintigraphiquecorpsentierestsystématiquementpratiqué6 semainesaprèsl'intervention.La

découverted'un foyer de fixation auniveau des aires ganglionnairescervicales, sur la

scintigraphie,aprèstraitementpar l'iode 131 doit faireenvisagerleur exérèsechirurgicale.

La destructiondesreliquatsthyroïdiensest plussouventobtenuelorsquela taille est faible, ce

qui justifie la pratique d'une thyroïdectomietotale lorsqu'un traitementpar l'iode 131 est

envisagé.
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A l'inverse, ce traitement n'est pas indispensablechez les sujets jeunes dont la tumeur

thyroïdienneétait de petitesdimensions«1,5cm) et localiséeà la thyroïde.

Ces traitementscomplémentairessont peu efficaces dans les cancersmédullaires.

L'iode 131 n'a pas d'utilité dans les cancersmédullaires,en effet les cellules C n'ont pas

d'affinité pour l'iode. La radiothérapieexterne pourra être indiquée dans le cas où il

persisteraitlocalementdu tissutumoral. Cependantces effets antitumorauxsont faibles même

avecdes dosesélevées.La chimiothérapien'a qu'uneefficacité limitée et seradonc réservée

aux formesmétastatiquesévolutives.

rYhûfltre2: cM'étcrbô!ismedela- PltamineA etdesesprotéinesde
trcrmjJôr!

Le termede vitamine A englobeplusieursmétabolitesactifs dérivésdescaroténoïdes,

incluant le rétinol, le rétinaldéhydeet l'acide rétinoïque. Les sourcesnutritionnelles de la

vitamineA sont les caroténoïdesd'originevégétale,les estersde rétinol et le rétinol d'origine

animale 51. Une cinquantainede caroténoïdessur les 600 identifiés sont métabolisésen

vitamineA.

I. La vitamine A

La vitamine A est un terme générique désignant l'ensemble des composants

structurellement apparentés à l'activité biologique vitaminique A. Ces composés

appartiennentà la classedes rétinoïdes,dont le motif de basecomporteune partie cyclique

apolaire, le noyau �~�-�i�o�n�o�n�e (ou cycle triméthyl cyclohexenyl)et une chaînelatéraleméthylée

insaturéepolaire (chaîneisoprénoïde).Selon les degrésd'insaturationdu noyau �~�-�i�o�n�o�n�e�, on

distingue la vitamine Al (ou rétinol) de formule brute C2oH300,9,13-diméthyl-7-(1,1,5

triméthyl-6cyclohexène-5yl)7,9,11,13nonatetra15-01et la vitamine A2 (ou 3 déhydrorétinol)

de formule brute C2oH280, qui est l'analogue déshydrogénéen 3 du rétinol (le 3,4

dihydrorétinol).

La fonction alcool primaireen C15 est lesiègedes réactionssuivantes:
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- Réactionsd'oxydation conduisantau rétinal (vitamine A aldéhyde) et à l'acide

rétinoïde(vitamineA acide).

- Réactionsd'estérificationavec différents acides (rétinyl-palmitate, rétinyl-acétate,

rétinyl-succinate).

II. Métabolisme et stockagede la vitamine A

o Métabolismede lavitamineA

Les caroténoïdes,représentésmajoritairementpar le �~ carotènesont absorbésau niveau

des entérocyteset métaboliséspar voie enzymatiquesuccessivementen rétinal, en rétinol,

puis estérifiéet incorporéaux chylomicronsdu systèmelymphatique52 .

Les estersde rétinol d'origine alimentairesont hydrolysésdansla lumière intestinale,

puis absorbéspar les entérocytesgrâce à un mécanismede diffusion facilitée. Le rétinol

estérifié par les enzymesà activité acyl coenzymeA (retinol-acid-transferase)dans les

entérocytesest acheminéjusqu'à la circulation sanguinevia les chylomicrons. Dans les

vaisseauxcapillaires, les chylomicrons sont métaboliséspar la lipoprotéine lipase. Les

fantômes de chylomicrons, petites particules riches en cholestérol, qui en résulte,

acheminentmajoritairementles esters derétinol jusqu'aufoie, où ils sont stockésdans les

hépatocyteset lescellulesde Ho sousforme d'esters.Ces fantômesde chylomicronspeuvent

égalementtransporterles estersde rétinol vers certains tissus extra-hépatiquescomme la

moellehématopoïétique,le rein et lemusclesquelettique52.

Le rétinol libéré par la rétinol-ester-hydrolaseest secrétéet véhiculé au sein de la

circulationsanguinepar un complexeprotéiquecomportantune retinol-binding-protein(RBP)

associéeà la transthyrétine.L'absorption du complexe rétinol/RBP/transthyrétinepar les

cellules cibles, sembleêtre relayéepar un récepteurmembranairespécifiquedu complexe

RBP-rétinol53. L'aciderétinoïqueestproduit à partir du rétinol tout-transgrâceà deux étapes

oxydativessuccessives.La premièreétapecorrespondà l'oxydation du rétinol tout-transen

rétinal tout-transpar une rétinol-déshydrogénase,suivie d'une deuxièmeétape irréversible,

l'oxydation du rétinal tout-trans en acide rétinoïque tout-trans par une rétinaldéhyde

déshydrogénase.D'autresstéréo-isomèresde l'acide rétinoïque,comme l'acide rétinoïque9

cis, sontretrouvésdans lescellules.
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Ce métabolite peutégalementêtre produit à partir du rétinol 9-cis parl'oxydationpremièreen

rétinal 9-cis puisl'oxydationen aciderétinoïque9-cis. L'aciderétinoïquetout-transet l'acide

rétinoïque 9-cispeuventêtre catabolisés encomposésactifs et inactifs selon lemécanisme

schématisé cidessous:
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o Stockage des esters derétinol

Environ 90% de la vitamine A eststockéedans le foie. Les esters de rétinol sont les formes

prédominantesdu stockagehépatique. Leshépatocytesqui interviennentmajoritairementdans

la captationdes fantômes dechylomicronset dans la synthèse des RBP sont connus pour

stocker quelques esters de rétinol. Laquantitéde vitamine Astockéedans lescellules de

Kuppfer représenteapproximativement4% du stock hépatique. Les esters de rétinol

plasmatique, captés par leshépatocytessont transférésdans lescellules de Ito afin d'être

stockés. Une étude menée chez le rat a montré que plus de 90% de lavitamine A est stockée

dans les cellules de Ito, moins de 10% étant stockés dans leshépatocytes54 •

Le rein joue un rôle majeur dans lacaptationinitiale des esters de rétinol àpartir des

chylomicrons. Il semblerait que le rétinol libre accumulé dans le rein s'estérifie plus

tardivement.
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Le rétinol plasmatiquepeut être capté,estérifié et stockésous forme de gouttelettes

lipidiques dans larétine. Chez le rat, 96% de lavitamine A de la rétine est stockéedans

l'épithéliumpigmentédes cônes et desbâtonnetssous formeestérifiée.

III. Protéinesde transport de l'acide rétinoïque

Différentes protéines peuvent lier spécifiquementle rétinol, le rétinal ou l'acide

rétinoïque. Leur rôle est associéà l'absorption, à la mise en réserve, au transport et au

métabolismede l'aciderétinoïque.Ce sont la RBP (retinol-binding-protein)qui lie le rétinol

plasmatique;les protéinescytosoliquesde type I(CRBP I, cellular retinol-binding-proteinI)

et de typeII (CRBP II) qui lient le rétinol; les protéinescytosoliquesde type l et II qui lient

l'acide rétinoïque(CRABP l et II).

o Protéineplasmatiquede transportdu rétinol : la RBP

Le transporteurdu rétinol vers lestissuscibles est assuréexclusivementpar une protéine

de transport plasmatique,la RBP. Cette dernière correspondà un polypeptide de 21.000

Dalton qui possèdeun site de fixationpour une seulemoléculede rétinol-tout-trans.Dans la

circulation sanguinela RBP estcomplexéeà la transthyrétineavec unrapportmolairede 111.

Le taux normal de RBP dans le sérumsanguinhumain est entre 40 et 60ug/ml dans les

conditionsphysiologiquesnormales.

./ Structuredu gènecodantpour la RBP

Le gène RBP, localisé en 10q23-24,est présentà l'état de simple copie au sein d'un

génomehaploïde.Les gèneshumainset murins sont organisésde façonsimilaire 55 . Le gène

RBP humain occupe une région de 10 kbd'ADN génomiqueet comprend6 exons et 5

introns. Les exons sontrelativementcourts, entre 69 et 213pairesde bases.La séquencedu

sixièmeexon aété individualiséechez le rat et non chezl'homme.Le premierexon est non

codant, le sited'initiation (AUG) est situé dans ledeuxièmeexon qui code pour les 19

premiers acides aminés. Au total laprotéine comporte 171 acides aminés. Les introns

mesurent respectivement131,110,165,8000et 1200 pb. La région du promoteur est

localisée 218paires de bases en amont du sited'initiation AUG et la séquenceconsensus

TATAA T estretrouvéeà laposition(-27).

- 51 -



12remièrePâJ1Ie· CZR.appelsblblt{;!JTapltiques

v' Localisationtissulaire

La REPest essentiellementsynthétiséedansles hépatocyteset enplus faible quantitédans

les cellules de Ho. La présencede l'ARN messagercorrespondantà cette protéine a été

retrouvéepar techniqueNorthern-Blot dans le rein. Laquantitéde REP produite au niveau

rénalcorrespondraità 5 à 10% decelle synthétiséedansle foie du rat. Lepoumon,le cerveau,

la rate, lemuscle squelettiqueet le tissu adipeux sont égalementle sièged'une production

mineurede REP(1 à3% de laproductionhépatique)55 .

v' Fonctionsphvsiologiquesde laRBP

Une étuderéaliséechezdes souris transgèniquesREP -/- a montré le rôle essentielde la

REP dans letransportplasmatiquedu rétinol, stockédansle foie 56 . Les sourisREP -/- sont

viables et fertiles, elles présententdes anomaliesvisuelles,un défautsévèred'acheminement

du rétinol vers tous lestissus cibles, avec pour corollaire une forte diminution de la

concentrationplasmatiquedu rétinol, environ 12% par rapport aux souris REP +/+. Les

résultatsde cetteétudesemblentdémontrerle rôle physiologiqueprincipal de laREP dansle

maintiende lafonction cellulairenormale56 .

o Protéinede liaison intracellulaire du rétinol et del'acide rétinoïque: CRBPet CRABP

Au sein des cellules cibles, le transport et l'action de la vitamine A nécessitentdes

protéinesayantune affinité spécifiquepour l'acide rétinoïque.Ces protéinescytosoliquesont

été identifiéescommedes protéinescellulairesde type 1 (CREP1) et detype II (CREPII) qui

lient le rétinol, et les protéinescellulairesde type 1 et II (CRABP 1 et II) qui lient l'acide

rétinoïque.Les propriétésdes spectresd'absorptiondes protéinesCREP 1 et II ne sont pas

superposables,l'un étantdéplacéde 2 nm parrapportà l'autre57 .

./ Structuredes gènes

Les gènescodantpour la CRABP, CREP1 et II sont situéssur le chromosome3 humain.

Chaquegènecontient 4 exons et 3introns, de respectivement19,5 kb et 0,6 kb. Lesgènes

CRBPII et CRABP II contiennentuneséquenceconsensusTATA au niveaudu promoteurdu

gène, laTATA-box étant absenteau niveau des deuxgènesCREP 1 et CRABP 1. Le gène

CRBP 1 qui est inductible par l'acide rétinoïque,comporteun élémentde réponseà l'acide

rétinoïque. Cette séquencede réponse à l'acide rétinoïque est une séquencehautement

conservée,localisée en amont du site d'initiation de la transcription, consistanten une

répétition directe avec un espacede deux nucléotides. Il est montré que cet élément de
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réponseà l'acide rétinoïqueest activéin vitro des hétérodimèresdes récepteursde l'acide

rétinoïqueRAR a et RAR p. Le promoteurdu gèneCRBP II contientégalementun élément

de réponseà l'acide rétinoïque similaire, composéde cinq répétitions en tandem d'une

séquenceAGGTCA séparéel'une de l'autre par un seul nucléotide et activé par un

homodimèreRXR. Le gène CRBP I présentedes sites defixation pour les facteurs de

transcriptionAP-2 etSPI,et desélémentsde réponseà desrécepteursdesglucocorticoïdes.

./ Localisationtissulaire

L'abondancedes protéines CRBP et/ou CRABP est parallèle à la richesseen acide

rétinoïque dans lescellules cibles; l'énergie de l'interaction protéine /ligand servant à

séquestrerl'acide rétinoïque,faiblementsoluble en phaseaqueuse.Le foie, riche enCRBP,

semble doncjouerun rôle essentieldans lemétabolismede lavitamineA.

- Protéinede transportintracellulairedu rétinol : la distribution tissulairede la CRBP lest

différentedans les tissushumainset murins. LaCRBP I est expriméde façonprédominante

dans leshépatocyteset lescellulesde Ho. Ladistribution cellulaire relative, déterminéepar

uneméthoderadio-immunologique,montrequ'unhépatocytecontienten valeurabsoluedeux

fois plus de CRBPqu'unecellule de Ho.Toutefois, l'abondancerelative des CRBP est cinq

fois plus importante dans les cellules de Ho que dans leshépatocytes.Les études

immunohistochimiques,réaliséessur le tissu rénal, ont mis enévidencela CRBP I et la RBP

dans les tubescontournésproximaux.Le niveaud'expressionélevéde la RBP dans les tubes

contournésproximauxpourrait être consécutifà une filtration glomérulairede laprotéineet à

sa réabsorptiontubulaire. Dans letesticuleet l'épididyme, la CRBP I est retrouvéedansles

cellules péri-tubulaireset lescellules de Sertoli. L'expressionde la protéinecytosoliqueest

cyclique, corrélée avec le cycle de laspermatogenèse.La CRBP I pourrait donc être

impliquée dans letransporttranscellulairedu rétinoI. Lescellules de Sertoli sont capables

d'incorporerle rétinol à partir decomplexesrétinol-Rlâl'etransthyrétinesansrétentionou co

incorporationapparentede RBP.

- La CRBP II estcontenuepresqueexclusivementdans lesentérocytesde l'intestin grêle. Elle

estprésenteen quantité500 fois plus faible dans lesérumet lesautrestissuscommele colon,

le foie et l'œil 59.
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- Protéinede transport intracellulairede l'acide rétinoïde: la CRABP l est présente dansles

tissusrenfermantpeu deligandsde laprotéine: testicules,ovaires,utérus,cerveauet œil.

La CRABP II est fortementexpriméependantl'embryogenèsedansl'épidermeet dans

le derme .

./ Propriétésdesprotéinesde liaisonintracellulaire du rétinol et del'acide rétinoïque

La CRBPl fixe spécifiquementle rétinol par rapportau rétinal, à l'aciderétinoïqueet aux

esters de rétinol. Elle fixepréférentiellementles isomèrestout-transet 13-cis du rétinol par

rapport auxisomères9-cis et 9,13-di-cisrétinol 60.

La CRBP II fixe égalementpréférentiellementle rétinol au rétinal et ne fixe ni l'acide

rétinoïque,ni les esters de rétino1. Elle fixe lesisomères3-déhydrorétinolet 13-cis rétinol

mais ne fixe pas lesisomères9-cis et11-cis-rétinolet tous lesisomèresen cis durétinal 61 •

La CRABP I fixe l'aciderétinoïquemais ne fixe ni lerétinol, ni le rétinal, ni les esters

de l'acide rétinoïque.Elle présenteune affinité faible pour l'isomère13-cis versusl'isomère

tout-trans62.

La CRABP II présenteles mêmespropriétés que la CRABP 1. Elle fixe l'acide

rétinoïquetout-transavec uneaffinité plus faible que laCRABP I, et ne fixe ni lerétinol, ni le

rétinal, ni l'isomère13-cis del'aciderétinoïque.

./ Régulationde l'expressiondes protéines detransport

Chez les ratscarencésen vitamine A, on observeune diminution des concentrationsde

CRBP/rétinol qui est accompagnéede l'augmentation du taux des CRBP 57 ; cette

augmentationdu taux de CRBPstimule l'activité rétinol esterhydrolaseet par conséquentla

libération du rétinol, servant ainsi de substrat aux rétinol et rétinal déshydrogénasesqui

synthétisentl'aciderétinoïque.Chez les rats enhypervitaminoseA, il existeune augmentation

du métabolisme du rétino1. L'augmentationdu taux d'acide rétinoïque qui en résulte,

s'accompagned'unediminution du taux deCRBPet del'activité rétinol esterhydrolase,ainsi

que d'une stimulation de l'activité lécithine rétinyl acyl transférase, conduisant à

l'estérificationdu rétinol.

En présenced'aciderétinoïque,la synthèsede CRBP et CRABP est augmentéedans

les lignéescellulairesF9 et P1963,64.

Chez le rat, l'expression des CRBP I et II est modulée par les modifications

hormonalessurvenantau cours de lagestationet de lalactation.
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./ Rôlesphysiologiquesdesprotéinesde transport

Leurs fonctions principales seraientde permettrela solubilité du rétinol circulant, de

protégerla membranecytoplasmiquedes cellules visà vis du potentielcytotoxiquede l'acide

rétinoïqueet deprévenirles transformationschimiquesnon enzymatiquesde cesdernières57 .

rYhapltre 3: rÊ2es récepteursnucléairesde !aCIde rétinôïtfUe et des

rétinô/desc9(?

Les récepteursdes hormonesstéroïdiennes(œstrogènes,progestérone,etc.) et les

récepteursdes hormonesnon stéroïdiennes(thyroïdiennes,acide rétinoïque, rétinoïdesX,

vitamine D3, etc.) quiconstituentla grande famille desrécepteursnucléairespossèdentdes

rôles clefs dans ledéveloppement,la différenciationcellulaireet la morphogenèse.A ce jour,

plus de 150membresde cettesuperfamilleont étéindividualisés65.68.

I. Caractéristiques généralesde l'organisation des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont constitués de plusieurs domaines fonctionnels,

organisésen modules autonomes.

Figure n? 3 : organisationdes récepteursnucléaires(69)

Domainede fixation à j'ADN

AF-l

Domainede fixation du ligand

AF-2

AF-2 ÂD
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AJB D E
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AF-2 AD
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Le domaine de liaison del'ADN, encore appelémodule C, est situé dans larégion

centrale de la protéine. Ce domaine, le mieuxconservéentre lesdifférentes familles des
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récepteurs,assurel'essentielde l'activité de liaison de cesrécepteurssur les séquencescibles

spécifiquesd'ADN. Un autre domaine,qui assurela liaison des hormones,encoreappelé

module E, exercede multiples fonctions; outre la spécificité de son mode de liaison à son

ligand, il est impliqué dans la dimérisation des récepteursen solution et comporte une

séquenceactivatrice de la transcription (domaine AF-2) dont l'activation dépend de la

présencedu ligand. Un troisième module, identifié dans la région amino-terminaledes

récepteurscomportedans sa séquenceune fonction activatricede la transcription(domaine

AF-l), régionfortementphosphoriléeet dont l'activité est indépendantedu ligand.

II. Principaux récepteursnucléaires

La superfamille des récepteursnucléaires peut se diviser en deux groupes : les

récepteursaux hormonesstéroïdienneset lesrécepteursaux hormonesnon stéroïdiennes.Les

récepteursdes hormones stéroïdiennescomportent les récepteurs des oestrogènes,des

progestérone,des androgènes,des glucocorticoïdeset desminéralocorticoïdes.Cette famille

de récepteursse lie àune séquenced'ADN dupliquée,inverséeou palindromique.Le second

groupes est constitué des récepteursde l'acide rétinoïque, des rétinoïdes X, d'hormones

thyroïdiennes,de lavitamineD3, et desproliférateursde lapéroxysome68 . Ce secondgroupe

comporteégalementdes récepteursorphelins qui ne possèdentpas de ligand endogène,ou

dont le ligand n'a pas étéencore identifié. Il est d'usagede classer les récepteursnon

stéroïdiensen trois sous-groupesselon leur mode de liaison à l'ADN. Il y a tout d'abord les

récepteursnucléaires orphelins qui lient l'ADN sous forme de monomère, ensuite, les

récepteursorphelinsqui lient l'ADN sous formed'homodimères.Enfin les récepteursqui ont

besoinde former un complexehétérodimériqueavec lerécepteurRXR pour lier l'ADN avec

une forteaffinité.

III. Récepteursà l'acide rétinoïque (RAR) et récepteursde rétinoïdes X (RXR)

Deux sous-groupesde récepteursà l'acide rétinoïqueont été individualisés: les RARs

qui présententune affinité élevéepour l'aciderétinoïquetout-transet les RXRs qui présentent

une affinité élevéepour l'acide rétinoïque9-cis. Cestéréo-isomèrede l'acide rétinoïquetout-
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trans lie aussi lesRARs , mais avec uneaffinité plus faible. Chaquefamille RAR et RXR

comportetrois isotypesa, �~�, y, qui sont codés par trois gènesdistincts.Le rôle physiologique

des troisisotypesn'est pasclairementidentifié, mais peutexpliqueren partie la diversitédes

processusbiologiquescontrôléspar l'aciderétinoïquetout trans.

Les RARs et RXRsmontrentdes domainesde fonctions et de structuresanaloguesà

ceux desrécepteursnucléaires. Ces récepteursde l'acide rétinoïque et des rétinoïdes X

présententune région amino-terminalede longueurvariable,un domainede liaison à l'ADN

(module C) localisé dans larégion centraleet un domainede liaison du ligand (moduleE),

prochede l'extrémitécarboxy-terminalede la protéine.Les modulesC et E sontreliés entre

eux par une régioncharnière(moduleD).

Le moduleC esthautementconservéentre les troisisotypesde RAR et RXR. Il peut

être subdiviséen deuxrégionsfonctionnelles,dont l'une correspondau « cœur»du domaine

de liaison de l'ADN, contenantdeux doigts de zinc (Zn2+). Le domainede liaison du ligand

ou module E est égalementhautementconservéentre lesdifférents isotypes de RARs et

RXRs. CemoduleE est aussiimpliqué dans ladimérisationdes récepteursainsi que dans la

régulationde latranscriptiondépendantedu ligand 70.

Le module NB comportela fonction activatrice de la transcription,appeléeAF-l,

région hyperphosphoryléedans la régionamino-terminaledes récepteurs. Cette région

transcriptionnelleest indépendantede laprésencedu ligand. L'hyperphosporylationde AF-l

est montrée par l'équipe de Taneja et coll 71 comme indispensableà la différenciation

cellulaire pariétaledans la lignéeF9; l'équipe de C. Egly-Rochetteet coll 72 a également

montré l'hyperphosphorylationde la région A durécepteur�~ à l'aciderétinoïqueainsi que des

sites d'hyperphosphorylationdans la région AF-1 derécepteur"(2 à l'acide rétinoïque,qui

sont essentielsà la différenciationdes cellules primitives de la même lignée F9 71 • Il est

clairementétabli in vitro, pour les RARscommepour lesRXRs, que la fonction AF-1 d'un

isoformedonnépouvait avoir une actionsynergiquedans l'activation de la transcriptionavec

un AF-2 du même oud'un autre isotype70,
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rYhâfltre if: @(dies biôhfiques de 1érClde rétinôïque et de ses

récepteurs

I. Acide rétinoïque et développement

La carenceen vitamine A ainsi qu'une hypervitaminoseentraînentdes anomalies

physiologiques.Les principauxeffetstissulairesd'unecarenceou d'un apportexcédentairede

vitamineA sontrapportés.

o Effetsd'unecarenceenvitamineA

Les étudesmenéesin vivo chezles animauxont montréqu'unecarenceen vitamineA peut

entraînerdes anomaliesosseuses,comme une fusion des premièreet deuxièmecôtes, des

anneauxtrachéaux,l'absencedes glandeslacrymales73 . Elle peut égalemententraînerdes

malformations craniofacialeset axiaux, comme des fentes labiopalatines,une hypoplasie

mandibulaire, un raccourcissementde la colonne lombo-sacréeet des fusions des côtes

flottantes. Il est égalementrapportédes anomaliesoculaires, cutanée,du systèmenerveux

central (hydrocéphalie,dégénérescencenerveuse),endocriniennes(kystes hypophysaires),

respiratoires (bronchites, métaplasie bronchique), digestives (gastrites, leukokératose),

urinaire et de l'appareil reproductif(atrophiestesticulaireset ovariennes,hyperkératosedes

muqueusesvaginaleet utérine).La carenceen vitamineA a enfin des effets tératogènes.

o Effetsd'unehypervitaminoseA

Les étudesconduiteschez les sourissoumisesà un apport excédentaired'aciderétinoïque

tout-trans, ont mis en évidence un effet tératogène,avec anomalies céphaliquesà types

d'hydrocéphalie,de dysplasiecortico-cérébraleet cérébelleuse,cardiaques(malformationdes

gros vaisseaux et du septum interventriculaire), respiratoires et des membres

(raccourcissementet malformationdes oslongs) 74.

o Anomaliesdu développement

Ces anomaliesrésulteraientd'une perte de contrôle normal de l'expressiondes gènes

impliqués dans ledéveloppementsecondaireà l'apportexcessifd'aciderétinoïque.Certaines

études ont démontré le rôle de l'expression de RAR alpha dans la différenciation
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embryonnaireépithélialetrachéale,intestinaleet génitale.L'observationd'uneffet délétèrede

l'acide rétinoïquesur le développementneuronalassociéà un niveau d'expressionélevé du

RAR bêta dans lesystèmenerveuxcentral,suggèrele rôle de cedernierdansle contrôlede la

régulation des gènescibles des acidesrétinoïques, intervenant dans la différenciation

neuronale normale 75. Le rôle du RAR gamma dans la chondrogenèseet dans la

différenciationdu revêtementépidermiqueet desmuqueusesmalpighiennes.Le RAR alpha

intervient dans ladifférenciationcellulaire des celluleshématopoïétiques:le récepteuralpha

de l'aciderétinoïquemutéchez des souristransgèniquesinhibe la différenciationcellulaireet

bloquele développementde différenteslignéescellulaireshématopoïétiques76 . Les RXRs ont

un rôle essentieldans l'embryogenèseprécocecommel'ont montré les études de Kastneret

col 77. Cesdifférentesétudessuggèrentque lesrécepteursRARs et RXRs ont un rôle clé dans

l'embryogenèse,leur dérégulationentraînela perte de contrôle des gènescibles aux acides

rétinoïques,avecpour conséquenceune perte de la différenciationcellulaire normaleet une

organogenèseperturbée.

II. Mécanismesbiologiquesantitumoraux de l'acide rétinoïque

L'acide rétinoïqueintervient dans denombreuxprocessusbiologiquesfondamentaux:

inhibition de laproliférationcellulaire, inductionde ladifférenciationcellulaire, induction de

l'apoptose,immunomodulationet contrôle de l'expressionde certainsoncogèneset gènes

suppresseursde tumeurs(tableaun04).

o Modulation d'expressionde certainsfacteursde croissance,facteursde transcription et de

certaines enzymescellulaires

L'acide rétinoïqueactive l'expressiondes facteurs decroissance,tels que le�T�G�F�~�, NGF,

IL-8, �I�L�-�I�~�, IGF-II, aFGF,bFGF etinhibe l'expressiondesTGFa,PDGF, INFy, IL-2, IGF-I,

kFGF. L'aciderétinoïqueréguleégalementcertainsfacteurs de latranscriptioncommeAP-2,

Rex-l, des hormonesde croissance:ocytocine, hormonesthyroïdiennes,glucocorticoïde,

parathormoneet progestérone.L'acide rétinoïquetout-transrégule la transcriptiondes gènes

codant pour différentes enzymescellulaires: phosphoénolpyruvatecarboxykinase,alcool

déshydrogénase,protéineskinases,omithinedécarboxylaseet lestransglutaminases74.
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Tableau n04: Effets biologiquesde l'aciderétinoïque

Induction de la différenciation cellulaire

Inhibition de la prolifération cellulaire

Stimulation de la réponse immunitaire

Augmentation de la cytoxicité lymphocytaire

Inhibition del'expressionde certains oncogènes

Induction del'apoptose

Inhibition del'angiogenèse

Diminution de la production de certaines protéases intervenant dans le processus métastatique

Réduction du potentiel de migration etd'adhérencedes cellules transformées

Activité anti-oxydante et désactivation des radicaux libres

Augmentation de la synthèse de certains facteurs de croissance (EGF,TGFp et TNF)

o Modulation d'expressiondesoncogènes

L'acide rétinoïque inhibe, dans des lignées de cellules de mélanome, l'activité du

promoteurtumorigèneTPA intervenant dansl'induction du gènefos 75 . D'autresoncogènes

commeN-myc dans des lignées de neuroblastomes,les oncogènesE6 et E7 duvirus HPV

dans descellules HeLa et les oncogènesc-jun et c-fos voient leur expressiondiminuéepar

l'aciderétinoïque76.77 .

o Gènessuppresseursde tumeurs

Quelqueshypothèsesont été suggéréespar Shin et coll. 78 afin d'expliquer l'association

clinique entre la p53 et �R�A�R�~�: absencede co-facteurs AF-2 spécifiques des lignées

cellulaires de carcinomesbronchiques 79 ; induction de l'expression de p21walf, après

traitement des lignées cellulaires de carcinome de prostate avec l'acide rétinoïque 9-cis,

entraînant l' apoptose80 ; interaction de l'antigène T de SV40 avec différentes protéines

régulatrices:p53, p16, p17,p27 et Rb81.

o Inhibition de laprolifération cellulaire

L'aciderétinoïquetout-transinhibe, danscertaineslignéescellulairesbronchiques(BEAS

2B), la synthèsede la cycline Dl, provoquantl'interruption de la croissancepar l'arrêt du
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cycle cellulaire en phase G1 82 . L'acide tout-trans rétinoïque semble intervenir dans

l'inhibition de l'expressionde la cycline E, entraînantl'arrêt de la croissancecellulaire, au

sein de lamêmelignéeBEAS-2B 83.

o Induction de la différenciationcellulaire

In vitro, l'aciderétinoïqueinhibe l'expressionde certainsmarqueursde la différenciation

épidermoïde.Le récepteur�R�A�R�~ relayerait la régressionde la différenciationépidermoïde

dans unelignée de carcinomeüRL (SqCC/Y1), traitéepar l'acide rétinoïque(tout-trans,9

cis), entraînantune diminution de l'expressiondescytokératines,Tgase1 et involucrine84.

o Modulation de laproductiondeprotéinasesintervenantdans leprocessusmétastatique

L'acide rétinoïqueinhibe in vitro, la synthèsede l'activateurdu plasminogèneet de la

synthèse de nombreuses protéases. L'acide tout-trans inhibe plus particulièrement

l'expression de la collagènase de type IV et la stromélysine 3 dans les lignées

hématopoïétiques85, synoviales86 et fibroblastiques87.

L'inhibition de la synthèse de stromélysine 3 semblerait être dépendantede la

concentrationde l'acide rétinoïque.En effet l'inhibition de l'expressiondes ARN messagers

de lastromélysinedans lesfibroblastes(HFL1), enprésencede 1IlM d'acide9-cis rétinoïque

a été mis enévidencein vitro par Guerin et coll 88. Toutefois, au sein de la même lignée

cellulaire, une autre étude amontré l'inhibition l'expressionde la stromélysine3 pour des

concentrationssupra-physiologiquesde 10 IlM d'acide rétinoïque 89. Cet acide rétinoïque

active par ailleurs la synthèsed'inhibiteurs des métallo-protéasestels que les« Tissues

Inhibitors of Metallo-Proteinase» ou TIMP, ainsi que l'activité du promoteur de

l'interleukine2 90.

In vivo, l'acide tout-transrétinoïqueinhibe la capacitéde dégradationdes membranes

basales descellules tumorales.Il régule la synthèseet l'activité des enzymesprotéolytiques,

la formation de la matrice extra-cellulaire ainsi que le processus d'invasion et de

néovascularisation.
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Figure 0 04 : mécanismede régulationdu cycle cellulaire par

l'aciderétinoïque tout-trans (82)
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o Inductionde l'apoptose

L' inductionde l'apoptosepar l'acide tout-transrétinoïquea été observéepour plusieurs

lignées carcinomateuses mammaires 91 oesophagienne 92, et pour les carcinomes

embryonnaires 93. Pour ces lignées, une augmentation du récepteur RAR bêta, avec

augmentationsimultanée de l'apoptose,a puêtre obtenue par5 jours de traitementpar l'acide

rétinoïquetout-trans, àla dosede 1 j..tg/jour. Par contre les lignées cellulaires résistantes à

l' acide rétinoïque tout-trans ne montrent pas d'augmentationdu récepteurRAR bêta ni

d' induction d'apoptose. Enfin un autre mécanisme d'induction de l'apoptose par

l' intermédiairedu récepteurRAR gamma existe."

Au total, il apparaît que l'origine cellulaire déterminerait son propre mécanisme

d'inductionde l'apoptose,et que l'apport simultanéd'un rétinoïde agonistede RAR et RXR
. fli ·94aurait un e etsynergtquc .
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III. Rôles des récepteurs de l'acide rétinoïque dans lacancérogenèse

Les effets anti-prolifératifs de l'acide rétinoïqueassociésà l'absencedu récepteurRAR

bêta, dans lescellules des carcinomesépidermoïdesORL et bronchiques,ont suggéréla

fonction « gènesuppresseurde tumeurs»du RAR bêta. Lerôle de RAR bêtadansl'inhibition

de lacroissancetumoralea étédémontréchezles souristrangéniques.La transfectiondu gène

RAR bêtadans unelignée de cellulesde carcinomebronchiquenon à petitescellulesbloque

la carcinogenèsechez les souris nudes95, tandis que lessouris transgèniquesexprimantun

ARN RAR bêta antisensdéveloppentun cancer bronchique 96. Il a été suggéréque la

restaurationde l'expressionde RAR bêtapourrait faire régresserles lésionsprécancéreuses.

Cette restauration de l'expression de RAR bêta a pu être obtenue pour des lésions

précancéreusesORL, avec rémission clinique, suite à un apport quotidien de 1,5 mg/kg

d'isotrétinoïne97, pourdes lésionspré-invasivesbronchiques98, après6 mois d'administration

quotidiennede 1mg/kg d'isotrétinoïne.Toutefois l'étudede Xu et coll 98 n'a pas observéde

différencestatistiquementsignificative entre l'augmentationd'expressionde RAR bêtaet la

régressiondes lésionspré-invasives.

Enfin en 1993,l'étudeconduitepar Bradley99 a montréque laperted'expressionde RAR

bêta2 est unévènementprécocedans lacancérogenèsedes tumeursORL, et plus fréquente

chez lespatientsà haut risque. Cettemêmeéquipea obtenula restaurationde l'expressionde

RAR bêta 2 par l'administrationquotidiennependant6 mois d'acide 13-cis rétinoïqueà la

dose de 30 mg.Bradley a donc suggéréque l'acide 13-cis rétinoïqueavait un rôle dans la

chimiopréventiondescancersORL.
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cYhapltre1 : clfcdén"e/setoWethôdes

La populationétudiéecomporte59 patientsopérésentre 1997 et 2002 d'un carcinome

primitif thyroïdien dans les servicesd'üRL du Pr Simon, de Chirurgie Thoraciquedu Pr

Grosdidieret de Chirurgie GénéraleViscéraledu Pr Boisssel.Toutes les piècesopératoires

ont étéexaminéesdansles deux servicesd'Anatomieet de CytologiePathologiquesdu CHU

de Nancy.

Parmi les 59patientsretenuspour notre étude,47 sont de sexeféminin et 12 desexe

masculin.L'âgede cespatientsest comprisentre 13 et 78 ans,avecun âgemoyende 51 ans.

Les cancersprésentéspar ces patientsse répartissentainsi: 38 carcinomespapillairesdont 3

carcinomes d'architecture vésiculaire, 12 carcinomes micro-papillaires et 23 de type

classique;9 carcinomesvésiculaires,répartisen 4 àinvasionminime, 3 largementinvasifet 2

àvarianteoncocytaire; enfin 12 carcinomesindifférenciés.

Les différentes donnéesont été recueillies à partir des comptesrendus d'anatomie

pathologiqueet desdossiersdes patients.Les principaux facteursde risque (âge, sexe,taille

de la tumeur,métastasesganglionnaires,effraction capsulaire)sont rapportésdans le tableau

n0 4.

Tableau na4

Paramètrescliniqueset anatomo-pathologiquesdespatients

Cas n° Sexe Age Type taille Met GGI EC
Histol

1 F 24 1 Il - -
2 M 54 1 5 - -

3 F 67 1 Il - -
4 F 41 1 14 - +
5 F 30 1 45 - +
6 F 46 1 22 - -
7 F 40 1 14 - -
8 F 32 2 17 - -
9 F 13 1 25 - +
10 F 71 1 30 - +
11 F 41 1 20 + +
12 F 47 1 5 - -
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Cas n° Sexe Age Type Taille Met GGI EC

Histol
13 F 62 1 8 - -

14 M 50 1 14 + +
15 F 60 1 8 - -

16 F 59 1 10 - -

17 F 33 1 35 + -

18 F 25 1 45 - -
19 F 49 1 10 - -

20 F 42 2 10 - -

21 F 61 1 18 - -

22 F 61 1 16 - +
23 F 32 1 70 - -

24 F 63 1 15 - +
25 M 32 1 15 - -

26 F 50 1 8 - -
27 M 16 1 25 - -
28 F 49 1 8 - -
29 F 58 1 35 + -

30 F 62 1 28 - +
31 M 31 1 16 + -
32 M 20 1 15 - -
33 M 70 1 10 - -
34 M 64 1 10 + -
35 F 71 1 8 - -
36 F 15 1 20 - -
37 F 47 1 25 - -
38 F 47 3 50 - +
39 M 77 3 20 + +
40 F 68 3 60 + +
41 F 58 3 50 - +
42 F 68 3 35 - +
43 F 76 3 30 - +
44 F 57 3 60 - +
45 F 64 3 45 - -
46 F 63 3 85 + +
47 F 66 3 40 - -
48 F 68 3 80 - +
49 F 72 3 20 - -
50 F 29 4 30 - -
51 F 39 5 18 - -
52 M 25 6 85 - +
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Cas n° Sexe Age Type Taille Met GG EC

Histol
53 F 22 6 50 + +
54 M 54 2 15 - -
55 F 79 6 35 + +
56 M 23 4 80 - +
57 F 63 5 30 - -
58 F 77 5 40 - -
59 F 52 5 9 - -

Age: en années

Met GG! :Métastase(s)ganglionnaire(s)

EC :Effractioncapsulaire

Sexe: M: masculin

F : féminin

Taille: Taille de latumeuren mm

Type Histol: Typehistologique1 : Papillaire / 2 :Papillaired'architecturevésiculaire/ 3 : Indifférencié/

4 : Vésiculairevarianteoncocytaire/ 5 : Vésiculairevarianteà invasionminime / 6 : Vésiculaire.
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I. Préparation des tissus pour lesdifférentes techniquesde notre étude

Les pièces opératoires sont adresséessans délais au laboratoire d'anatomie

pathologiqueoù l'examenmacroscopiqueest réalisé.A chaquefois que latumeurest detaille

suffisante,des fragmentsde tissutumoral ainsi que dutissu sain avoisinantsontcongeléspar

immersiondans del'isopentanerefroidi dans del'azoteliquide, puis stockésà - 80°C, à des

fins d'extractiond'ARN, d'ADN ou de protéines.Le reste duprélèvementest fixé dans du

formol tamponnéà 10% afin d'établirun diagnostichistologique.

II. Etude histologique

Après une fixation de 16 heures dans du formol 10% ou du liquide de Bouin

alcoolique,selonles cas, lesprélèvementsont étéinclus dans de laparaffinedansun automate

d'inclusion de type V.I.P (Tissu-Teck, Shandon, Eragny, France) selon les méthodes

standards.Les prélèvementssont ensuitedébitésen coupesde 5 umd'épaisseuret montéssoit

sur lamesordinairesà l'eau albuminée,soit sur deslamesSuperfrostà l'eau distillée. Après

séchageà l'étuveà 37°C pendantdeux heures,les lamesont étédéparaffinéesdanstrois bains

successifsde toluène,puis réhydratéespar passagedans desbains d'alcool de concentration

décroissanteet de l'eau non distillée, pour être enfin coloréesà l 'hématoxylineéosinesafran

(HES), avant lemontagede la lamelle à l'Eukitt (Labonord). Cette coloration à l 'HES a été

effectuéepour établir un diagnostichistologiqueprécis. Toutes les tumeursont été classées

enutilisant la classificationOMS de 199619.
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III. Etude immunohistochimique.

1. Caractéristiquesdes anticorps dirigés contre lesrécepteursRARa. etj3 et RXRa.

Les anticorps utilisés, pour notre étude,anti-RARa et �~ et l'anticorps anti-RXRa,

fournis par le Dr C. Egly (IGBMC, Strasbourg),ne permettentpas la discrimination des

différentesisoformes.L'anticorpsanti-RARa, monoclonal(Ab9a(F)9a9A6) est dirigé contre

la région F deRAR a, l'anticorpsanti-RXRa,polyclonal (RPRXa)est dirigé contrela région

A de RXRa, enfin l'anticorpsanti-RxRû,polyclonal (RPp(F)2)estdirigé contrela régionF de

�R�A�R�~�.

Anticorps

Anti-RARa

�A�n�t�i�-�R�A�R�~

Anti-RXRa

Antigènes

Protéine de fusion (DHFR) dans laquelle est fusionnée la région F
(acides aminés420-462)

Protéine de fusion (DHFR) dans laquelle est fusionnée la région F
(acides aminés413-448)

SPB 105, région A
(acidesaminés 1-27)

Tableaun° 5 : Séquencesimmunogènesspécifiquesdesanticorps

anti-RARs et anti-RXRs

Les anticorpsanti-RARs et anti-RXRs sont obtenusaprès sélectiond'une séquence

d'acidesaminés immunogèneset spécifiquesd'une région desrécepteursRARs et RXRs

(TableaunOS). L'injection de cespeptidesà des souris ouà des lapinsconduità la production

respective d'hybridomes ou d'anticorps polyclonaux spécifiques. La spécificité de ces

anticorps monoclonauxou polyclonaux a été vérifiée par immunoprécipitationet Westem

Blot à partir de cellules transfectéesCOS-l, par l'équipe du Dr Egly. Les anticorps

monoclonauxanti-RARset anti-RXRscorrespondentà des IgG l Kappa.
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2. Technique immunohistochimiqueen trois couches avecamplification par un

conjuguétyramine

Ce procédéde révélationa étéretenupour sa grandesensibilité,confirmé par une étude

préalable: l'amplification Biotine-Streptavidinestandard ne permettant pas la mise en

évidencedesdifférentsrécepteurs,exprimésà un niveautrès faible.

L'amplification est baséesur un dépôt d'un complexetyramide-biotineprès du site de

fixation d'une streptavidineperoxydaseau sein de la cellule étudiée.La techniqueconsiste

dansun premiertempsà réaliserune techniqueclassiqueimmunohistologiquesur une coupe

tissulairefixée etdéparaffinée.Cettetechniqueimmunohistochimiquecorrespondà la miseen

évidence indirecte des anticorps primaires par l'intermédiaire d'un montage classique

associantl'utilisation d'anticorpsbiotinés monoclonauxde souris ou polyclonaux de lapin,

selon les caractéristiquespropres à chaque anticorps primaire et d'une streptavidine

peroxydase.

Les coupes tissulaires étalées sur des lames Superfrost sont déparaffinées,après

séchageà l'étuve à 37 "C pendantdeux heures.Le déparaffinageest obtenupar un passage

successifdansdeuxbainsde toluène,de 7minuteschacun.Les lamessontensuiteréhydratées

par passagedansdesbainsd'alcoolabsolu,puis 97%, avantd'êtreimmergéesdansun tampon

TBS.

La premièrepartie de la techniqueimmunohistochimiqueest réaliséemanuellement.

Les coupes déparaffinéesfont l'objet d'un prétraitement, visant à inverser la fixation

formolée, par chauffageà l'autocuiseurà 100 "C, dans un tampon citrate 10 mM, pH 6,

pendant15 minutes.Les lamessontensuiteimmergéesdansde l'eau courante�(�~ 1 mn), puis

transféréesdans duTBS. Afin d'éviter l'accrochagenon spécifiquedes anticorpsprimaires

sur les coupes tissulaires, les lames sont recouvertes,à la températuredu laboratoire et

pendant30 minutes,de la solution bloquanteTNC suivante:50 mM Tris HCL pH 7,6, 150

mM NaCI, 1%Caséine,0,05%Tween20.

Après 30 minutes les lamessont égouttées,mais non rincées.Les anticorpsprimaires

anti-RARa, �~ et anti-RXRa dilués sont déposéssur les coupes tissulaireset incubéesen

chambrehumideà +4 "C duranttoute la nuit.

Le secondtempsest réaliséà l'aide d'un automate(Dakotech,DAKO) dansunepièce

climatisée à 21°C, permettant une parfaite reproductibilité par rapport aux techniques

manuelles. L'anticorps secondairebiotiné, anti-souris pour les anticorps monoclonaux

(DAKO, Trappes,France,réf. : E433) et anti-lapin pour les anticorpspolyclonaux (DAKO,
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réf. : E353) , dilué extemporanémentau 1/150ème dans duTNC, est appliqué sur les coupes

pendant30 minutes. Après un lavage des coupesdans du TBS, les activités peroxydases

endogènessont bloquéespar l'immersion des coupes,pendant 10 minutes, dans de l'eau

oxygénéeà 30 volumes. Après rinçage avec du TBSpendant10 minutes, les coupessont

recouvertesde streptavidineperoxydase(DAKO, réf. : P397) diluée de manièreextemporanée

au 1I250èmedans du TNC.

Au terme de cette incubation et après lavage, la préparationtissulaire est incubée

pendant15 minutesdans unesolutionde Tyramide-biotine.L'interactionde cecomplexeavec

la peroxydaseen présenced'HzOz permetsa fixation sur lecomplexeantigène-anticorpset la

protéine tissulaire en contact immédiat. La solution de Tyramide-biotine est diluée au

1/150ème dans untamponTris HCI 0,2 M, pH 8,8imidazole,contenantde l'eauoxygénée30

volumes.

Tyramide-biotine

Tris HCI 0,2M, pH 8,8 imidazole

Tyramide-biotine1mg/ml

n,o,30%

Après un lavage dans unesolution de TBS Tween, il est effectué une nouvelle

incubation des coupes dans unesolution de streptavidineperoxydasediluée au 1I250ème

pendant30 minutes.

L'activité peroxydasique est ensuite révélée par l'immersion dans la solution

suivante: Tris HCI 0,05M pH 7,6, 0,06% DAB (3,3 diaminobenzydine-tétrahydrochloride

dihydrate),0,001 % HzOz additionnéde 200 ul deMR-50X.

. Les lames sont ensuite-déshydratées.et plongéesdans du toluène, pUIS montéesà

l'Eukitt, sanscontre-coloration.

Deux dilutions pour chaqueanticorps ont été réalisées.En premier lieu, pour une

vingtainede cas, desconcentrationsrelativementélevéesd'anticorpsprimairesRAR a, RAR

�~ et RXR a ont étéutiliséesdans le but demettreen évidencela présencede cesrécepteurs

dans letissu sain et lestroma.La présenceà un niveausemblantconstantde cesrécepteurs

dans letissu thyroïdiennormal et la stromaréactionnous a permisde lesconsidérercomme
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un standardinterne. Dans unsecondtemps des dilutions optimisées,élevéesdes anticorps

primairesont étéutilisées,permettantune étudeimmunohistochimiquesemi-quantitative.

Tableau n06 : Dilution des anticorpsprimaires

Anticorps

RARa

�R�A�R�~

RXRa

IV. Western-Blot.

Dilution pourmiseen

évidencedesrécepteurs

1/1500

1/1000

1/1000

Dilution pourétude

semi-quantitative

116000

1/4000

1/4000

Une vérification de la spécificité de l'anticorps et de la spécificité du marquage

cytoplasmiqueobservéavec certainsanticorpsdans lescarcinomesthyroïdiensa étéréalisée

par technique Western-Blot, permettantégalementune appréciationsemi-quantitativede

l'expressionde cesrécepteurs.

La techniquede Western-Blotcomportedeux étapes. Lapremièrecorrespondà l'extraction

desprotéinescytosoliqueset nucléairesà partir de tissuscongelés,la secondeà la migration

puis à larévélationde laprotéinerecherchée.

1. Extraction desprotéinescytosoliques et nucléaires.

L'extractiondes protéinescytosoliqueset nucléairesest effectuéeà partir de 100 mg de

tissus thyroïdiens sains ettumoraux, congelésà -80°C, coupésà 40 urn au cryostat. Les

coupes ainsiobtenues,avant depouvoir être exploitées,doivent être lavéesdans untampon

afin d'éliminer l'hémoglobine, qui contaminerait quantitativement les autres protéines

cytoplasmiqueset nucléaires.Le lavage descoupestissulairesse fait par l'adjonctionde 1 ml

de tampon C froid (cytosolic - low salt), suivi d'unecentrifugationà 4000 tr/mn pendant5

minutes. Cettemanipulationest réaliséejusqu'àce que lesurnageantsoit clair. Les coupes

tissulaireslavées sontplacéesdans 800 ul detamponC froid avantd'êtrebroyéesà l'aide d'un

broyeur de Dounce (piston A), qui respectel'intégrité des noyaux. La lyse cellulaire est
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vérifiée au microscopeoptique.Ce broyat cellulaire est placédansun tube Eppendorfde 1,5

ml et centrifugépendant5 minutes à 2500 tr/mn à 4°C. Le surnageant(S1), contenantles

protéinescytosoliques,est conservésur de laglace. Le culot est remis en suspensiondans 1

ml de tamponN (Nuclear- high salt), puis broyé à l'aide d'un broyeurde Dounce(pistonB).

Après vérification de la lysenucléaireau microscopeoptique, le mélange,transférédansun

tube Eppendorfde 1,5 ml, estcentrifugé pendant30 minutes à 14000 tr/mn à 4°C. Le

surnageant(S2) ainsiobtenu,contenantles protéinesnucléaires,est conservésurde laglace.

Les surnageantsSI (protéinescytosoliques)et S2 (protéinesnucléaires)sont transférésdans

des centriconspour concentration( Millipore, Amicron : ref 4208), retenantles protéinesde

poidsmoléculairede plus de 30 kD,puis centrifugésà 4000 tr/mn à 4°C. Les concentrations

de cessolutionsprotéiquessont estiméesà partir de 1 ul de solution protéique+ 1 ml de

solution d'IgG (Precission Protein ™ Standard Biorad) diluée au 115 à 595 nm, en

comparaisonà unecourbed'étalonnage.Toutesles solutionsutilisées,préparationsd'extraits

cytosoliqueset nucléairesréaliséescontiennententre 6 et 10 ug deprotéinespour 1 ul de

solution.

2. Immunoblotting.

Les plaquesde l'appareilà électrophorèse(ref: Biored MiniproteanIII) sont tout d'abord

lavées, dégraissées,séchéespuis assemblées.Le gel d'acrylamide à 12,5 % estensuite

préparé.Il comporteun gel deséparation,le premierà êtrecoulé dansla partie inférieuredes

plaques jusqu'à 1 cm de l'extrémité supérieuredes plaques. La surface de ce gel est

homogénéiséepar quelquesgouttesd'eaudistillée. Après polymérisationde ce gel, lacouche

d'eauest enlevée.Dans un secondtemps,à la partie supérieuredu gel, oncoule un gel de

concentration.Rapidementavant la polymérisationdu gel deconcentration,un peigneà puits

est inséréau gel deconcentration.Les plaquessont placéessur la cuve d'électrophorèse,les

échantillonsà analysersont préalablementpréparés,et subissentune dénaturationà 100°C

pendant5 minutes, puis 10 ul dechaqueéchantillon et disposésdans chaquepuits. Une

échelle de poids moléculaire est égalementdisposéedans l'un des puits pour servir de

référence.Les extraits nucléaireset cytoplasmiques,ainsi que l'échellede poids moléculaire

sont séparés par électrophorèse à une puissance de 100 Volts dans un tampon

d'électrophorèse.Après 15 minutes, la puissanceest augmentéeà 200 Volts pendant90

minutes.Après séparation,les protéinessont transféréespendant60 minutesà 110Volts, sur

une feuille de nitrocellulose, dans un tampon de transfert. A la suite de ce transfert les
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membranessont immergéesdans une solution TNC (0,1% Tween) -5% de lait pendant2

heurespourblocagedu bruit de fond.

Les membranessont ensuite incubées pendant 12 heures à 4°C, avec les anticorps

polyclonauxanti-RXRa et anti-RàRûet monoclonalanti-RARa,dilués au 111500.Après un

lavaged'uneheure(quatrepassagesd'un quartd'heure)dansdu TBS, sousagitationlente, les

complexesspécifiquessont révélés par un kit de chimiluminescence,avec des anticorps

secondairespolyclonauxou monoclonauxcouplésà la peroxydase,dilués au 111500ème
. Les

membranessont ensuiteappliquéessur un film radiographiqueà révélationargentique(ECL°

film), qui est développéau boutde 10minutes.

V. Etude statistique

Une étude statistique de notre série a été réalisée, par Melle Moser du service

d'épidémiologieclinique et de statistique,afin de déterminerla présenced'une différence

statistiquementsignificative d'expressiondes récepteursà l'acide rétinoïqueet de rétinoïdes

X dans lescarcinomesthyroïdiensversusle parenchymesain adjacentpris commeréférence,

ainsi que danschaquesous type histologiqueétudié (papillaire, vésiculaire, indifférencié).

Cette étudea étéréaliséeselon la loi de Ki 2 d'égalité. Nous avonsrecherchéégalementla

présenced'un lien entre les récepteursà l'acide rétinoïquetestés,par le test de Fisher. Enfin

nous avons, à l'aide d'analysede variance,essayerde mettre en évidenceun lien entre la

variationd'expressiondesrécepteursà l'aciderétinoïqueou derétinoïdesX et un desfacteurs

reconnude mauvaispronosticdans lescarcinomesthyroïdiens(âge, sexe,type histologique,

taille de latumeur,effractioncapsulaire,métastasesganglionnaire).
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I. Expression des récepteurs RAR a, RAR J3 et RXR a dans les carcinomes

thyroïdiens

1. Analysesemi-quantitativedusignal immunohistochimique

Dans un premier temps, avant d'évaluer de manière semi-quantitativele signal

immunohistochimique,une étude avec desdilutions des anticorpsprimairesdu lIS00ème au

1110 OOOèmea étéréaliséeà partir d'unevingtainede cas, dans le butd'optimiserla détection

desrécepteursRAR a et �~ et RXRadans le tissuthyroïdiensain.

Dans unsecondtemps 10 cas ont étéanalysésavec unegammede dilutions d'un facteur

2 à 10. Cetteanalysea permisde déterminerune dilution optimale,pour laquelle, on obtient

un signal franc au sein duparenchymethyroïdienpéri-lésionnelainsi que dans lescellulesde

la stromaréaction,associéà une nettediminution ou uneabsenced'expressionpar lescellules

carcinomateuses.

Pour l'évaluationsemi-quantitative,le signal auniveau des cellules du parenchyme

thyroïdien normal (thyréocytes,leucocytes,cellules endothéliales,fibroblastes) ainsi qu'au

sein de lastromaréaction (fibroblastes,leucocytes,cellules endothéliales)a été considéré

commetémoin interne.L'expressiondesrécepteursde l'aciderétinoïqueont étéquantifiésde

la manièresuivante:

o:absencecomplèted'expression

1 : diminutiond'intensitédu marquagenucléairedans lescellulescarcinomateuses

2 : intensitéde marquageidentiquedans lescellules carcinomateusespar rapport au

témoin inteme

3 : marquageplus intensedans lesnoyauxde cellulestumoralespar rapportau témoin

inteme.

Pour denombreuxcas, il existait un marquagecytoplasmiquegranulaire.Ce derniera

été coté « C ». Dans quelquescas cemarquagecytoplasmiqueétait plus intense que le

marquagenucléairedu parenchymesain adjacent.
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2. Expressionde RARa,fi et RXRa dans le tissuthyroïdiennormalet lescellules

destromaréaction.

Nousavonsconstatéuneremarquablehomogénéitéd'expressiondes 3récepteursd'un

échantillonà un autreet au sein de chaqueéchantillondansle tissu thyroïdiensain appariéà

chaquetumeur. Cette homogénéitéest égalementobservéeau sein de cellules de la stroma

réaction. Enfin il faut souligner le caractèreubiquitaire de l'expressiondes récepteurs,

exprimés au niveau de tous les types cellulaires, excepté les macrophages(planche

photographique.

3. Expression de RAR a, fi et RXR a dans les cellules carcinomateuses

thyroïdiennes. (tableau n"7)

Tableau n? 7 : Niveaud'expressiondes récepteursà l'aciderétinoïde
et du récepteurau rétinol X versusle parenchymesain

Cas n° Histologie RAR a RAR p RXR a

1 1 NI 2 2

2 1 2 NI 2

3 1 NI 1 NI

4 1 NI 0/1 0/1

5 1 0 1 2

6 1 C 1 2

7 1 NI 1 1

8 2 NI 0 0/1

9 1 1 0/1 2

10 1 NI 1 1

11 1 NI 2 2

12 1 C 0/1 2

13 1 NI 1 1

14 1 C+ 1 2

- 77 -



Drdsièmepmie, @.ésu!ttrts

Cas n° Type Histol RAR a RAR �~ RXR a

15 1 0 0/1 C

16 1 NI 0 1

17 1 NI 2 1

18 1 C 1 2

19 1 NI 1 0

20 2 C C NI

21 1 C+ 1 1

22 1 C 2 NI

23 1 NI 2 2

24 1 NI 0 NI

25 1 NI 1 2

26 1 NI 2 NI

27 1 NI 1 0

28 1 C 0 0

29 1 NI 0/1 0

30 1 C 2 C

31 1 C+ 0 0

32 1 NI NI 2

33 1 C 2 0/1

34 1 C 1 1

35 1 NI 1 1

36 1 C 0/1 1

37 1 C 1 0

38 3 NI 2 1

39 3 NI 1 1

40 3 C+ 2 1

41 3 C 1 0

42 3 C 2 2

43 3 C 2 0

44 3 NI 2 2

45 3 2 1 1
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Cas n° Type Histol RAR a RAR �~ RXR a

46 3 2 2 2

47 3 2 1 2

48 3 NI 2 2

49 3 NI 2 2

50 4 C+ 0 0

51 5 1 1 1

52 6 NI 1 1

53 2 NI 1 2

54 6 C+ C+ 0

55 6 NI 1 NI

56 4 NI 1 2

57 5 NI 1 0

58 5 NI 1 0

59 5 2 1 2

Type Histol : Typehistologique1 : Papillaire/ 2: Papillaired'architecturevésiculaire/ 3 : Anaplasique/4:
Vésiculairevarianteoncocytaire/ 5 : Vésiculairevarianteà invasionminime / 6 : Vésiculairelargementinvasif.
Expression: 0: absenced'expression/ 1 : expressiondiminuée / 2 : expressionidentique / C: expression
cytoplasmique/ C+ : hyper-expressioncytoplasmique.

RAR a : Parmi les 59patientsétudiés,39 présententdes résultatsinterprétables.34%

de cestumeursrévèlentune expressioncytoplasmiquede RAR a, pour un tiers d'entreelles, il

s'agit d'un marquagecytoplasmiqueplus intenseque celui obtenu au niveau des noyaux de

cellulesdu parenchymesainpéri-lésionnelet aux cellulesstromales;(planchephotographique

n° 1 : 3B et3C) ; 7% deséchantillonsétudiésont une diminution ou uneabsenced'expression

du RAR a et 8% uneexpressionidentiqueau parenchymesain.

RAR �~ : Concernantl'étude par l'anticorps anti-RAR �~�, 57 cas sont interprétables.

66% des tumeursétudiéesprésententune diminution d'expressionde RAR �~ dansles cellules

tumorales(planchephotographiquen° 1 : 1C), tandis que 27 % des échantillonsl'expriment

de manière identique au parenchymesain (planche photographiquen° 1: lB). Dans

d'exceptionnelscas (3%) il existeune expressioncytoplasmiquedu RAR �~�.
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RXR a : 53 cas sont interprétables.51% des casétudiéspresententune diminutionou

une absence d'expressiondu RXR a dans les cellules tumorales par rapport aux cellules

stromales etau tissu sain adjacent (planche photographiquen" 1 : 2B et 2C). 36% possèdent

un niveau d'expression identique. D'exceptionnels cas (3%) montrent une expression

cytoplasmique.

39
."
3S

3"

2S

Nombre
de cas 2"

. 0/1
IS

. 2
If)

OC
S

" RXR alpha RAR alpha RAR bêta

0/1 : Diminution d'expression nucléaire part ielle ou complète par rapport au

témoin interne.

2 : Expression nucléaire identique parrapportau témoin interne.

C : Expression cytoplasmique.

Figure nOS: ExpressiondesRAR a, RAR pet du RXR a
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1

Niveau Carcinomes 1 Carcinomes Carcinomes Carcinomes
d'expression thyroïdiens 1 papillaires vésiculaires anaplasiques

RARa 100% (29/29) 100% (18/18) 100%(4/4) 100%(7/7)

Identique 17% (5/29) 5% (1/18) 25% (1/4) 43% (3/7)

Diminuéou 14%(4/29) 17% (3/18) 25% (1/4) /
absent

Cytoplasmique 69% (20/29)* 78% (14/18) * 50% (2/4) 57% (4/7)

�R�A�R�~ 100% (57/57) 100% (35/35) 100%(10/1 0) 100%(12/12)

Identique 28% (16/57) 23% (8/35) / 77% (8/12)

Diminuéou 68,5%(39/57) * 74% (26/35) * 90% (9/10) 33%(4/12)
absent

Cytoplasmique 3,5%(2/57) 3% (1/35) 10% (1/10) /

RXRa 100% (53/53) 100%(32/32) 100%(9/9) 100%(12/12)

Identique 51% (27/53) 37,5%(12/32) 33%(3/9) 50% (12/12)

Diminuéou 56% (30/53) * 56% (18/32) * 77% (6/9) 50% (6/12)
absent

1

Cytoplasmique1 3% (2/53) 6,5%(2/32) / /
i

* p < 0,0001

Tableau nog :Résultatsde l'analyseimmunohistochimiquede l'expressiondesRAR a et �~ et
du RXR a dans lescellulestumoralesde carcinomesthyroïdiensversusles cellulesdu

parenchymesain.

II. Mise en évidence des récepteurs RARs et RXRs dans les cellules

thyroïdiennes par technique Western-Blot.

Afin de confirmer les résultatsde l'analyseimmunohistochimiqueet de s'assurerde la

spécificité des anticorps pour le tissu considéré,une étude par Westem-Blot sur tissus

congelésà partir de la tumeuret du tissuthyroïdiensain appariéa étéréalisée.La technique

de Westem-Blota permisde confirmer les résultatsconcemantles niveauxd'expressiondes

récepteursà l'aciderétinoïqueet derétinoïdesX.
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Cette étude parWestern-Blot a confirmé la localisation nucléaire de RAR �~ et sa

fréquentediminution d'expressiondans les cancers. De façoncomparable,le RXR a est mis

en évidencedans lesextraitsnucléairesde thyréocytessains ettumoraux,avec unefréquente

diminution d'expressiondans les extraitsnucléairesde tissustumoraux. Le RAR a dans le

tissu thyroïdiennormal est présentexclusivementdans lesextraitsnucléaires,mais retrouvé

de façonexclusivedans lecytoplasme,ou enassociationavec unebandeminoritairenucléaire

d'extraitstumoraux.
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Planchephotographiquen01 :Evaluationsemi-quantitativeparanalyse

immunohistochimique,recourantà l'utilisation de conjuguésde Tyramine,du niveau

d'expressiondesrécepteursà l'aciderétinoïqueet derétinoïdesX.

RARp

lA- Expressionnucléairedu RAR pdans leparenchymethyroïdien normal.

1B- Expressionnucléaire normale du RAR p dans un carcinome papillaire de la

thyroïde(les cellulesépithélialestumoralesprésententun marquagenucléaired'intensité

identiqueà celui descellulesdu tissuconjonctifformant l'axede lapapille).

1C- Diminution d'expressionnucléairedu RAR pdans uncarcinomepapillaire de la

thyroïde (la stromaréactionadjacenteprésenteun marquagenucléaireplus intenseque

celui de latumeuret identiqueau tissu sainapparié).

RXRa

2A- Expressionnucléairedu RXR a dans leparenchymethyroïdiennormal.

2B- Diminution d'expressionnucléairedu RXR a dans uncarcinomepapillaire (les

cellules épithélialesatypiquesbordantune papille tumoraleprésententune expression

diminuéedu RXR a par rapport auxcellulesdu tissuconjonctivovasculairenon tumoral

formant l'axede lapapille).

2C- Absenced'expressionnucléairedu RXR a dans un carcinomevésiculairede la

thyroïde (les vésicules tumorales ne présententpas d'expressiondu RXR a, à la

différencedescellulesde lastromaréactionadjacente).

RARa

3A- Expressionnucléairedu RAR a dans duparenchymethyroïdiennormal.

3B- Expressioncytoplasmiquedu RAR a dans uncarcinomepapillairede lathyroïde

3C- Hyper-expressioncytoplasmiquedu RAR a dans uncarcinome papillaire (les

cellules épithélialesbordant les papilles tumoralesprésententune hyper-expressiondu

RAR a versus les cellules de la stromaréaction adjacente,non marquéecomptetenu

d'unedilution très élevée del'anticorps)
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MiseCil évidenced'une diminution d'expression de RAR li
dans des extraits dc protéines nucléairesd'un carcinome

papill aire

TSI" TI '

76 kDa

51 kDa

49 kDa --
Miseen évidence d' unediminu tion d'expression de RXR a dans des extraits

de protéines nucléa ires d'un carcinome papillai re

TSI' TI' rz:

-
76 kDa

51 kDa

49 klj a

M ise en évidence d'une expression cytosoliqueet nucléaire de RAR a dans
un carcinomevésiculaire

TS2" TS2C ra n C

60/65 kDa

51 kDa

TS1. TS2= Tissuthyroïdiensain
T l,T2, T3 = Tissutumoral

C = protéinescytoplasmiques
N = protéines nucléaires

Planchephotographique n? 2 : Analysepar Western-Blot de l' expression des RAR a, RAR
Bet RXR a dans des extraits cytoplasmiques et nucléaires de carcinomesthyroïdiens.
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Il est admis que la dérégulationdes récepteursà l'acide rétinoïqueet de rétinoïdeX

intervientdansla cancérogenèsede nombreuxtissus.L'implication démontréede RAR �~ dans

plusieurs types de carcinomeset de RAR a dans les leucémiesaiguës promyélocytaires

illustrent parfaitementcette implication. La fréquentediminution ou l'absenced'expression

du RAR �~ observéedans les carcinomesORL, bronchiques,mammaires100 , la réversiondu

phénotypetumoral des lignées cellulaires de cancersORL et bronchiquespar un vecteur

d'expressionde RAR �~ et l'augmentationmarquéede la fréquencede survenuedes cancers

chez la souris transgéniqueko RAR �~ -/- 100 font considérerle gèneRAR �~ commeun gène

suppresseurde tumeur. Par ailleurs les remarquablessuccèsthérapeutiquesobtenusdans les

leucémies aiguës promyélocytaires avec l'acide rétinoïque tout-trans, qui permet une

différenciationnormaledes cellulesblastiques101 (cette différenciationétantbloquéepar une

protéine de fusion associantRAR a et la protéine PML) démontent l'interaction entre

rétinoïdeset cancérogenèse.

La vitamine A par l'intermédiaire de ses métabolites, les acides rétinoïdes, jouent

égalementun rôle importantdansle fonctionnementde la glandethyroïde, in vivo et in vitro,

tant dupoint de vue de la différenciationque de laproliférationcellulaire. Les étudesmenées

par R. Schrek et co Il en 1994 102, sur des lignées cellulaires de carcinomesvésiculaires

thyroïdiens FTC-133, ont montre que l'acide rétinoïque induisait l'activation de la Iodo

thyronine 5' deiodinase.Il s'agit d'une isoenzymeresponsablede la transformationde la

prohormoneL-T4 en 3,3',5-triiodothyronine.Cette isoenzymeest unmarqueurspécifiquede

la différenciation des thyréocytes. Les isoformes 9-cis, 13-cis et tout-trans de l'acide

rétinoïque sont capables, sur les mêmes lignées cellulaires, d'induire l'activation de la

Iodothyronine5' deiodinase.Cetteactivationest plus importanteavecl'aciderétinoïque9-cis.

R. Schrek n'est toutefois pas parvenu à déterminer clairement quelles isoformes des

récepteursRAR et RXR étaient impliquéesdansce processus.Leurs résultatsétablis à partir

de Northem-Blots suggéreraientla participation de RAR a et/ou de RAR �~ dans la

constitutionde l'hétérodimèrefonctionnel.

Del Seno 103 a mis en évidence,par la techniquede Northem-Blot, une diminution de

l'expression de l'ARNm RAR a dans une lignée cellulaire de carcinome vésiculaire

thyroïdien,sanstoutefoispouvoirmettreen évidenced'expressionde RAR a et y.

Une autreétude,conduitepar C. Schmutzleet coll 104, en 1996, confirme l'induction du

même marqueurde la différenciation des thyréocytes,la Iodothyronine 5' deiodinase,par
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l'acide rétinoïquedans des lignéescellulairesde carcinomesvésiculairesmais pas dans les

lignéescellulairesde carcinomeindifférencié.Enfin C. Schmutzleémetl'hypothèse105 d'une

éventuelleparticipationdu RXR �~ dans laphysiopathogéniedescancersthyroïdiens.Par des

techniques de Northern blot portant sur 12 cancers de la thyroïde (3 vésiculaires, 3

oncocytaireset 6 papillaires),elle observaitune diminution du RXR �~ dans 9 cas.Pour les

autresisoformesson étuden'étaitpasconcluante.

Une seule étude,rapportéedans lalittérature,s'estintéresséeà l'expressionin vivo du

RAR �~ dans lescarcinomesthyroïdienset dans lesmaladiesgoitreusesde lathyroïde,pardes

techniquesimmunohistochimiqueset deWestern-Blot.Cette étudemenéeparPh. Rochaix106

a porté sur 18 carcinomes thyroïdiens (16 carcinomes papillaires et 2 carcinomes

vésiculaires).Une diminution du niveaud'expressiondu RAR �~ a pu êtreobservéedans 12

cas decarcinomespapillaireset dans un des deux cas devésiculaires.Ces résultatsn'étaient

passtatistiquementsignificatifs.

Notre série, incluant 59 cas etportant sur l'étude de trois des SIX isoformes des

récepteursà l'aciderétinoïqueet derétinoïdeX, comporteun nombresuffisantde cas,pourse

prêter à une analyse statistique,du moins pour les carcinomespapillaires. Les résultats

obtenus parl'analyseimmunohistochimiquesemi-quantitativeet la techniquede Western

Blot sont concordants.Il faut souligner la remarquablehomogénéitéd'expressiondes 3

récepteursau sein dechaque échantillon et d'un échantillon à un autre, dans le tissu

thyroïdien sain apparié. Cettehomogénéitéest égalementobservéeau sein de cellules de la

stroma réaction. Enfin on peutégalementsoulignerle caractèreubiquitairede l'expressiondes

récepteurs,retrouvésau niveau de tous les typescellulaires,exceptéles macrophages.

Dans lescarcinomespapillaires,l'étuderévèleune fréquentediminution ou uneabsence

d'expressiond'uneou plusieursdes trois isoformesdes récepteursà l'acide rétinoïqueet de

rétinoïde X étudiés: avec 83%d'anomaliesd'expressionpour leRARex,72% pour leRAR �~

et 59% pour leRXRex. Les résultats ainsiobtenussont statistiquementsignificatifs avec un

p<O,OOO1. Ces anomalies d'expressionsont également retrouvées dans les carcinomes

vésiculaireset indifférenciés.L'analysestatistiquene montre toutefois,probablementdu fait

d'un nombreinsuffisantde cas étudiés,qu'unetendanceà la « significativité » desanomalies

d'expressionde RAR ex, RAR �~ et RXR ex constatées[3/7 cas decarcinomevésiculaireset

4/4 cas decarcinomesindifférenciésont uneexpressionperturbéedu RAR ex. Pour le RAR �~

tous les cas decarcinomesvésiculaireset 4/12 cas decarcinomesindifférenciésprésentent
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une expressiondiminuée ou cytoplasmique.Enfin pour le RXR a 6/9 cas decarcinomes

vésiculaireset 6/12 cas decarcinomesindifférenciésont uneexpressiondiminuée].

Indépendammentde la diminution d'expression d'un ou plusieurs récepteurs

simultanément,cetteétude a mis enévidencepourun grandnombred'échantillons(69%) une

expressioncytoplasmiquedu RAR a dans lescellules carcinomateusesthyroïdiennesen

l'absenced'expressionnucléaire détectable.Le parenchymesain en regard présentaitune

localisationnucléaireexclusivede cerécepteur.Cette délocalisationcytoplasmiqueest très

rarementobservéepour le RAR �~ et RXR a, respectivement3,5% et 3%(p<0,002) et n'apas

étérapportédansd'autrespathologies.

L'analyseen Western-Blotmontreque dans leséchantillonstumorauxexprimantRAR

a en situation intracytoplasmique,la protéine migre plus haut dans le gel, samasseest

évaluée à 60/65 kDa,nettementplus élevé que la formenucléairedu récepteur(54 kDa). Ceci

peut témoignerd'un transcritanormal enrapportavec unépissagealternatifde l'ARNm, [il a

été identifié par RT-PCR,par unmembredu laboratoire,dans descellulesbronchiquesdeux

transcrits de RAR a : une forme courte et une formelongue], ou de modifications post

transcriptionnelles(absencede clivage d'une forme longue de la protéine, si tenté qu'elle

existe, constitution de dimères intracytoplasmiquespar associationà une autre protéine,

s'opposantà un transfertnucléaire,etc...).

Un déficit d'expressionsimultané de plusieurs récepteursen créant un déficit en

hétérodimèrefonctionnel,engendrel'équivalentd'unecarenceen rétinoïdeet estresponsable

d'une perturbation du contrôle de plusieurs voies de transduction,contrôlant différentes

familles de gènes,intervenantdans ladifférenciationcellulaire, l' apoptoseet l'angiogenèse.

Cette situation a pu être mis enévidencedans lescarcinomesnon à petites cellules du

poumon 107, les cancersmammaireset ORL. L'étudede Picard E. notamment,a révélé une

diminution de manièreparallèledes RAR �~ et RXR �~�, les conduisantà avancerl'hypothèse

que l'hétérodimèreintervenantdans laphysiopathogéniedescarcinomesnon à petitescellules

du poumonsoit le RAR �~�/ RXR �~�. Notre étuden'apportepas depreuveen faveur des deux

isoformesdesrécepteursà l'aciderétinoïqueet derétinoïdeX prenantpart à la constitutiondu

ou deshétérodimèresfonctionnels. En effet, notre série n'est pas suffisammentimportante

pour retrouverun lien statistiquementsignificatif entre deux des troisisoformesétudiées,de

plus il paraît assezvraisemblableque l'une des isoformesparticipant à la constitution de

l'hétérodimèrefonctionnel dans de lathyroïde puisse correspondreà un des trois autres
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récepteursnon encoreétudiés(RAR y, RXR Yet RXR �~�)�. Une étudecomplémentairedoit être

conduiteà cette fin.

Les mécanismesresponsablesde la diminution d'expressiondes récepteursde l'acide

rétinoïquedans lescancersthyroïdiensrestentà caractériser.Il est ànoterqu'aucunemutation

touchantle gène deRAR �~�, et notammentsonpromoteurn'a été documentéedansaucundes

tissus tumorauxanalysés.Par contredans la quasitotalité des travaux publiés, la diminution

d'expressiondes différents récepteurs,établie à partir de Northern-Blot, a montré une

diminution d'expressiondesARNm correspondants,suggérantune anomaliede transcription.

Cette anomaliea pu êtrerapportée,en ce quiconcernele RAR �~ à une hyperméthylationdu

promoteurdu gène. Une étude de 1998 sur lescancersdu colon, a montré le rôle de l'hyper

méthylationdu promoteurdans l'inactivationdu gènecodantpour le RAR �~ 2 108. Coté 109 a

montré que 6 adénocarcinomescoliques sur les 14 quecomportait l'étude étaient le siège

d'unehyperméthylationdes îlots CpG dupromoteurdu gèneRAR �~ 2. Parla suite lesmêmes

constatationsont étéeffectuéesdans lescancersbronchiqueset les cancersdu sein. Cestatut

de méthylation, associé à une chromatine condenséeferait obstacle à une transcription

efficace,peut être enempêchantla fixation du facteurde transcriptionAP-2. Actuellementle

statut deméthylationdu promoteurdes gènesdes récepteursde l'acide rétinoïquedans les

tumeurs thyroïdiennesest inconnu. Il serait intéressantde conduire une étude corrélant le

niveau d'expressiondes RARs et RXRs avecl'état de méthylationdes promoteursdes gènes

correspondants,

Enfin à partir de travaux effectuéssur deslignéescellulaires, il a été montré que la

RXR y peut faire l'objet d'une dégradationintracytoplasmiqueaccéléréepar le protéasome

aprèsubiquitination. 110 Aucun résultat in vivo n'a pour l'instant été publié pour confirmer

cette donnée.

Au total nosrésultatssuggèrentque ladérégulationdes récepteursà l'aciderétinoïque

et derétinoïdeX, puisseparticiperà la transformationdescellulesthyroïdiennes.Notre étude,

la premièreréaliséedans cettepathologiea révélé de nombreusesanomaliesstatistiquement

significativespour les troisisoformes,expression diminuée,absenteou intra-cytoplasmique.

Cette étude doit êtreévidemmentcomplétéepar l'analysedes trois autresisoformesRAR y,

RXR �~ et RXR y, qui est en cours. Lesrécepteursétudiéssemblentjouer un rôle critique dans

la voie des signaux de la différenciation et du contrôle de la division cellulaire dans le

parenchymethyroïdien. Il n'a pas été retrouvé de lien statistiquementsignificatif entre
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l'expressionde l'acide rétinoïqueet le type histologique,la taille de la tumeur, l'effraction

capsulaire,l'âge, le sexe et laprésencedemétastasesganglionnaires.

Des essaisthérapeutiques,précédéspar des étudesin vitro, baséssur le rôleprésumé

de l'acide rétinoïque dans lecontrôle de la différenciation cellulaire des thyréocytespar

l'intermédiaire de la Iodothyronine 5' deiodinase, ont été récemment entrepris, sans

connaissancepréalabledu niveau d'expressiondes récepteursaux acidesrétinoïqueset aux

rétinoïdes X. Les traitements consistaienten un apport d'acide rétinoïque quotidien ou

hebdomadaireà des dosesvariablesselon les études.Schreket al en 1994102 ont traité une

lignée cellulairede carcinomevésiculaire(UCLA Rü 82 W-1) àraisonde 10umol/L d'acide

rétinoïque13-cis pendant6 semaines,observantalors uneaugmentationde la Iodothyronine

5' deiodinase,mais avec unetoxicité non négligeable(50% de mort cellulaire). En 1998

Simon et coll ontrapporté les premiers résultatsdes essaisthérapeutiquesportant sur 20

patients. Pour huit d'entre eux il a pu être mis enévidence une augmentationde la

Iodothyronine 5' deiodinase, toutefois il n'était pas observé clairement d'efficacité

thérapeutique.Enfin en 1998C. Schmützler105 a proposéune étudemulticentriqueafin de

jugerdu potentielthérapeutiquede l'aciderétinoïquedans lescancersthyroïdiens.75 patients

porteursde carcinomesindifférenciésinopérableset/ou nontraitablespar l'iode radioactifont

été inclus dans leprotocolethérapeutique.Ce dernierconsistaiten l'administrationde 1 à 1,5

mg/kg/jourd'aciderétinoïque13-cis. Pour 36patientson observaitune régressiontumoraleet

pour Il patientsde plus uneabsencede progressiontumoraletransitoire.Chez28 patientsil

n'était pas observéd'efficacitéthérapeutiqueet pour l'un d'entreeux le traitementà du être

rapidementstoppé pour cause detoxicité hépatique. Ces résultats quoique encourageant

doivent être confrontésaux donnéesde la littérature. En effet R. Schrek102 a montré que

l'acide rétinoïque9-cis avait uneefficacitésupérieureau 13-cis sur leslignéesFTC-133 et C.

Schmützler104 n'a pas mis enévidenced'efficacitéde l'acide rétinoïquesur deslignéesde

cellules de carcinomes indifférenciés mais uniquement sur les lignées de carcinomes

différenciés, papillaire ou vésiculaires.Une partie des résistancesobservéespeut être la

conséquencedesanomaliesd'expressiondes RARs et RXRs dans lescancersdespatients,qui

n'ontpas étéévaluéespréalablementà la mise enroutedu traitement.

Le développementde rétinoïdes synthétiquesmoins toxiques et à activité plus

sélective (proapoptotiquenotamment), 111 capable de vaincre certaines des résistances

observéesà l'acide rétinoïque tout-trans, laisse entrevoir la possibilité de démarches

thérapeutiquesplus efficace. Cesdémarchesthérapeutiquespourront être d'autant mieux

ciblées que le statut RARs et RXRs de latumeurde chaquepatientsera identifié. Ceci peut,

- 91 -



®lIâ!rièmepartie.. C0JisclISfll1n

comme nousl'avonsmontré, être aisémentréalisépar techniqueimmunohistochimique.Le

remarquable succès du traitement des leucémies aiguës promyélocytaires par l'acide

rétinoïquetout-transdémontre que lesrétinoïdessont une classe demédicamentsprometteurs

qui pourraitélargir les champs des agentsanticancéreux.
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Afin d'apprécierle rôle desrécepteursà l'acide rétinoïqueet de rétinoïdeX dans le

processusde cancérogenèsede la glande thyroïdienne nous avons étudié le niveau

d'expressiondesrécepteursRAR a, RAR 0et RXR a dans59 cas decarcinomesthyroïdiens.

Cetteétudea étéréaliséepartechniqueimmunohistochimiquesemiquantitativeet deWestern

Blot. Les résultats, statistiquementsignificatifs, nous ont permis de montrer que les

carcinomesthyroïdienssont le siègede fréquentesanomaliesd'expressiond'un ou plusieurs

récepteursde l'aciderétinoïque,consistantà unediminution, uneabsenced'expressionou une

délocalisation cytoplasmique. Ces récepteurs,ayant un rôle clé dans la régulation de

nombreuxgènesparticipantsau contrôle de la différenciationcellulaire, de la prolifération

cellulaire, de l'apoptoseet de l'angiogenèse,les anomaliesd'expressionconstatéessuggèrent

leur contribution à la cancérogenèsethyroïdienne, comme cela a été démontré pour de

nombreux tissus. Le(s) mécanisme(s)responsable(s)de la diminution d'expressiondes

récepteursdans cetorgane reste à identifier par des études à venir. Ces travaux devront

s'intéresseren particulier au statude méthylationdes promoteursdes gènesdes récepteursà

l'aciderétinoïqueet derétinoïdeX.
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Annexes

IMMUNOHISTOCHIMIE

o Solution de dilution desanticorps(TNC 1%)

Tris 50 mM à pH 7,4, NaCI 150 mM, Caséine1 % Polyoxyéthylène-sorbitant-

monolaurate(Tween20) 0,05%.

o Tamponde lavage:TBS Tween

Tris HCI 50 mM pH 7,6, NaCI 150 mM, Tween20500ul,

o Solutionde TyramideBiotine

Tris HCI 0,2 M pH 8,8, Imidazole10 mM pH 8,8 ; Tyramide-Biotine20ug/ml, H202

0,03%.

o Solutionde révélationdesanticorps

• Tris HCI 50 mM pH 7,6

• 3,3 Diaminobenzidine-tetrahydrochloride-dihydrate(DAB)

• MR-50X

• H20230%

10 ml

6mg

200 ul

3 u!

o Solution MR-SOX

• Brij 35 (solution30%)

• Saponine

• Tween20

• H20qsp

o Tamponcitrate10 M pH 6,0

• Acide citrique à 21,01 g/L

• Citratede sodiumà 29,41 g/l

• compléterà 1000mld'eaudistillée

14,5 ml

500 mg

2,5 ml

50 ml

18 ml

82 ml
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WESTERN BLOT

o Gel de concentration 4%

• SolutionA : 1 ml

• SDS 10%filtré: 0,1 ml

• SolutionC : 2,4 ml

• TEMED: 15 �~�t�l

• APS 10% : 100III

• H20: 6,4 mL

o Gel deséparation 12,5 %

• SolutionA : 7,9 ml

• SDS 10%filtré: 0,25 ml

• SolutionB: 3,12ml

• TEMED: 30 III

• APS 10% : 200III

• H20: 13,5 ml

o Tampon d'électrophorèse

• SolutionD : 200 ml

• SDS 10% : 10 ml

• H20: 790 ml

40ml

150 ml

810 ml

o Tampon de transfert

• SolutionD :

• Méthanol:
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o Solution A

• Acrylamide:

• Bisacryl:

• H20:

o Solution B

• Tris base:

• HCl1 M:

• H20:

o Solution C

• Tris base:

• HCl1 M:

• H20:

o Solution D

• Tris base:

• Glycine:

• H20:

40%

0,15%

QSP100 ml

36,6g

48 ml

QSP100ml

6g

48 ml

QSP100 ml

30,3 g

144 g

QSP1000ml

PREPARATION DES DES PROTEINES CYTOPLASMIQUES

ET NUCLEAIRES

o Tampon C (Cvtosolic - low salt)

• Tris HCI 10mM pH 8 : 100 ul

• KCL 20 mM : 60 ul

• EDTA 1,5 mM : 30 ul

• Cocktail inhibiteur: 20 ul
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(leupeptine,apotinine,pepsine,antitrypsine,chymostatineconcentration0,5 pg/ml pour

chacundescomposants)

• PMSF 1 mM:

• MgCl2 1 mM:

• Glycerol 10% :

• Eau distillée ( qsp laml) :

o Tampon N (Nuclear - high salt)

• Tris HCI lamM pH 8 :

• KCI 0,5 M:

• EDTA 1,5 mM:

• Cocktail inhibiteur :

• PMSF 1 mM:

• Eau distillée ( qsp laml) :

100 ul

laul

1250fll

8,43 ml

100 ul

1660ul

30 ul

20 fll

100 ul

8,09 ml
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