ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES

Apport de la biologie moléculaire

en pathologie thyroidienne

Paul Hofman#®*

Le développement des analyses moléculaires laisse entrevoir des implica-
tions importantes pour une aide au diagnostic en pathologie thyroidienne,
en particulier a partir des produits cytoponction. Ces analyses moléculaires
peuvent aussi potentiellement permettre de mieux apprécier le pronostic de
certaines Iésions thyroidiennes. Enfin, ces analyses pourraient également
se développer rapidement en oncologie thyroidienne dans le cadre des
thérapeutiques ciblées. Quatre types de mutation représentent la grande
majorité des mutations somatiques actuellement connues, ayant le plus
grand impact pour le diagnostic et le pronostic des carcinomes folliculaires
et papillaires de la thyroide: il s’agit des mutations ponctuelles de BRAF
et de RAS et des réarrangements de RET/PTC et de PAX8/PPARYy. Les
mutations constitutionnelles de RET permettent de distinguer les formes
familiales et les formes sporadiques des carcinomes médullaires de la
thyroide. D’autres altérations génétiques peuvent étre recherchées, mais
leur intérét potentiel en pathologie thyroidienne n’est pas encore certain a
ce jour. Parmi ces altérations, celles concernant les microARN constituent
probablement des biomarqueurs trés prometteurs en pathologie thyroi-
dienne. Cette revue a pour but de faire le point sur les différents aspects
de la biologie moléculaire ayant ou pouvant avoir un intérét diagnostic
et/ou pronostic en oncologie thyroidienne.

Biologie moléculaire — BRAF — RAS — RET/PTC — RET -
PAX8/PPAR~ — microARN - pronostic — diagnostic.

EH Introduction

L'incidence des cancers de la thyroide est en constante
augmentation [1]. Cette augmentation est due, au moins
en partie, aux possibilités de dépistage des Iésions thyroi-
diennes par une imagerie de plus en plus précise et aux
indications de plus en plus fréquentes des cytoponctions

SUMMARY

Summary: Usefulness of molecular biology in
thyroid pathology

The development of molecular biology analyses in
thyroid pathology is link to interesting new tools
for diagnosis improvement, in particular for those
performed from fine needle aspiration products.
These molecular biology analyses can also potenti-
ally allow to better estimate the prognosis of certain
thyroid tumours. Finally, these analyses may have
new application in thyroid oncology for predicting
the response to target therapy. Four types of muta-
tion represent the main somatic mutations currently
known which can have a diagnostic and a prognostic
impact in vesicular and papillary thyroid carcinoma:
BRAF and RAS mutations and RET/PTC and PAX8/
PPAR~ rearrangements. Additionnally, RET muta-
tions distinguish the familial and sporadic forms of
medullary thyroid carcinoma. Other different genetic
alterations can be search, but their potential interest
in thyroid pathology have not been demonstrated to
date. Among these latter alterations, those concer-
ning the microRNA represent probably new promising
biomarkers in thyroid oncology. The purpose of this
review is to describe the different fields of molecular
biology having a potential interest for the diagnosis
and/or the prognosis in thyroid oncology.

Molecular biology — BRAF — RAS — RET/PTC — RET —
PAX8/PPAR — microRNA — prognostic — diagnostic.

thyroidiennes. Nos connaissances en oncogénétique thy-
roidienne ont évolué tres rapidement ces derniéres années.
Ainsi, les altérations génétiques et les différentes mutations
observées en pathologie thyroidienne sont nombreuses,
variant selon le sous-type histologique . De
nombreux travaux ont été réalisés afin de déterminer de
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nouveaux mécanismes physiopathologiques de I’onco-
genese thyroidienne, notamment en utilisant de nouvelles
approches méthodologiques [2, 3, 4]. Certaines de ces
connaissances commencent a étre transférées en pratique
clinique, en particulier dans le but d’optimiser le diagnostic
préopératoire des cancers thyroidiens, et/ou de prévoir
leur pronostic. Parmi les nouvelles analyses réalisées,
nombreuses sont celles qui utilisent des techniques de
biologie moléculaire (BM). En effet, méme si dans certains
cas 'immunohistochimie peut aider pour le diagnostic des
Iésions thyroidiennes, cette derniére méthode présente de
trés nombreuses limites pour affirmer la bénignité ou la
malignité d’une Iésion thyroidienne [5]. Ainsi, des méthodes
complémentaires doivent étre développées, dont celles uti-
lisant les techniques de BM. Les résultats obtenus a partir
de ces derniéres techniques pourraient aussi conduire a
orienter les indications de thérapeutique ciblée en oncologie
thyroidienne [6, 7, 8, 9]. Il est intéressant de souligner, que
dans certains cancers, par exemple dans les carcinomes
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pulmonaires non a petites cellules, les mutations observées
sont assez souvent exclusives. Ainsi, la présence d’une
mutation sur le géne KRAS exclut dans I’extréme majorité
des tumeurs la présence simultanée d’une mutation sur le
gene du récepteur de 'EGF. En pathologie thyroidienne, les
mutations sont en fait trés rarement exclusives et peuvent
parfois se combiner. Par exemple une mutation sur le géne
de BRAF peut s’associer a d’autres mutations (sur le géne
KRAS ou NRAS) ou a des réarrangements (en particulier
de RET/PTC) [10, 11].

Au cours de cette revue, nous aborderons successivement,
apres avoir brievement exposé les principales techniques
utilisées en pathologie moléculaire, les différentes altéra-
tions génétiques moléculaires observées dans les tumeurs
épithéliales thyroidiennes, puis I'impact clinique potentiel
de ces marqueurs moléculaires pour améliorer le diagnostic
et I’évaluation du pronostic de ces lésions.

A Techniques de biologie
moléculaire en pathologie
thyroidienne

Les deux principales techniques pour rechercher une
mutation en pathologie thyroidienne sont actuellement le
séquencgage direct et le pyroséquencage

Type histologique Prévalence (%)

Carcinome folliculaire

PAX8-PPARy 35
RAS 45
PIK3CA <10
PTEN <10

Carcinome papillaire

BRAF 45 -60
RET/ PTC 20
RAS 10
TRK <5
Carcinome anaplasique

TP53 70
B-caténine 50-70
RAS 50
BRAF 20
PTEN >10
Carcinome peu différencié

RAS 35
B-caténine 20
TP53 20-30
BRAF 20
AKT 15
Carcinome médullaire

RET formes familiales > 95
RET formes sporadiques 50
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Le séquencage direct est la méthode «gold standard ».
Cette méthode est en particulier largement utilisée pour la
détection des mutations de BRAF, de RAS, et de RET. Le
pyroséquencage est une méthode plus récente, mais les
différentes mutations citées ci-dessus peuvent étre aussi
recherchées [12]. Certains réarrangements, comme les
réarrangements de PAX8/PPAR~y et de RET/PTC, sont a
rechercher par une technique d’hybridation in situ en fluo-
rescence. D’autres techniques de BM peuvent également
étre appliquées pour la recherche des mutations observée
en pathologie thyroidienne [13, 14]. Toutes ces méthodes
d’analyse présentent des avantages et des inconvénients
et comme dans les autres pathologies tumorales, ces diffé-
rents avantages et inconvénients doivent étre considérés.
La spécificité et la sensibilité de ces méthodes d’analyse
doivent étre soigneusement évaluées et toujours prises
en considération lors de I'interprétation des résultats. De
fagcon générale, la phase pré-analytique, c’est-a-dire le
conditionnement de I’échantillon, influe sur la qualité des
résultats. Le type d’échantillon a analyser (en particulier
produit de cytoponction ou prélévement tissulaire) conduit
a une quantité d’acide nucléique a extraire trés variable.
La sensibilité des méthodes d’analyse peut varier aussi
selon d’autres parametres, en particulier le type de fixateur
utilisé, la durée de la fixation, le pourcentage de cellules
tumorales et le pourcentage de cellules tumorales mutées
[15]. Enfin, le colt de ces méthodes et la durée de I'exa-
men avant d’obtenir le résultat sont trés variables d’une
technique a l'autre.

E Les différentes altérations
génétiques moléculaires
en pathologie thyroidienne

3.1. La mutation de BRAF

Les mutations activatrices sur le géne BRAF sont les alté-
rations génétiques les plus communes des carcinomes
papillaires de la thyroide (CPT), trouvées dans environ 45 %
de ces tumeurs selon les séries [16, 17, 18, 19]. Une grande
majorité de ces mutations surviennent sur le nucléotide
1799 et résultent de la substitution d’une valine sur une
glutamine sur le résidu 600 (V600E) . Cette
mutation ponctuelle entraine une activation constitutive
de la kinase BRAF, une stimulation chronique de la voie
MAP kinase, et apparait tumorogénique pour les cellules
thyroidiennes [20]. D’autres mutations du gene BRAF sont
plus exceptionnellement trouvées, en particulier dans
certains CPT associés a des antécédents d’exposition a
des radiations ionisantes ou dans des types histologiques
rares. La mutation BRAFV600 est essentiellement obser-
vée dans les CPT de type histologique «conventionnel
ou classique» [21, 22] et dans la variante histologique a
cellules hautes [23], bien plus rarement dans la variante
folliculaire des CPT [24, 25]. Cette mutation peut parfois
étre observée dans les carcinomes anaplasiques et dans
certains carcinomes peu différenciés se développant sur
un CPT [19]. Finalement, cette mutation de BRAF n’est
jamais retrouvée dans les carcinomes folliculaires et dans
les tumeurs bénignes de la thyroide, ce qui est en fait un
marqueur spécifique des CPT [16, 19].
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Figure 1 — Détection de la mutation BRAFV600 par séquencage directe.

BRAF non muté

BRAF muté

A. Carcinome papillaire de la thyroide non muté. B. Carcinome papillaire de la thyroide muté.

3.2. Le réarrangement de RET/PTC

Le réarrangement de RET/PTC est autre altération génétique
également trouvée dans les CPT. Ce réarrangement est
formé par la fusion entre la portion 3’ du récepteur tyrosine
kinase RET et la portion 5’ de plusieurs autres genes. Les
deux réarrangements les plus communs, RET/PTC1 et
RET/PTCS3, sont des inversions paracentriques, puisque
RET et son partenaire de fusion, H4 ou NCOA4 (ELE1, RFG),
résident sur le bras long du chromosome 10. RET/PTC2
et neuf autres types identifiés de RET/PTC sont tous des
translocations inter-chromosomiques. Toutes les fusions
contiennent le domaine tyrosine kinase intact de RET et
permettent a la protéine chimérique RET/PTC d’activer la
cascade RAS-RAF-MAPK, initiant ainsi la tumorogenése.
Le réarrangement de RET/PTC est détecté dans environ
20 % des cas sporadiques de CPT de I'adulte [26]. Cepen-
dant sa prévalence est trés variable selon les séries, ceci
étant certainement di aux différences de sensibilité dans
les méthodes de détection, et a certaines variations géo-
graphiques. RET/PTC survient aussi avec une plus forte
incidence en cas d’antécédent d’irradiation (50-80 %) et
en cas de CPT survenant chez I’enfant et I’adulte jeune
(40-70 %). Il est important de signaler que la distribution
topographique du réarrangement de RET/PTC a I'inté-
rieur de la méme tumeur est trés hétérogene allant d’'une
atteinte quasi complete de toutes les cellules tumorales
(«RET/PTC dit clonal») jusqu’a une détection observée
dans seulement quelques cellules tumorales («RET/PTC
dit non clonal»). Bien que RET/PTC soit aussi trouvé dans
des études réalisées sur des adénomes et d’autres Iésions

bénignes de la thyroide, il est admis qu’une distribution
clonale de RET/PTC est quasi spécifique d’un CPT. Parmi
les différents types de réarrangements, RET/PTC1 est le
plus fréquent, survenant dans 60-70 % des cas, alors que
RET/PTC3 et RET/PTC2 surviennent respectivement dans
20-30 % et 5 % des cas. Une exception a cela concerne
une étude réalisée sur une cohorte d’enfants irradiés ayant
développé de fagon prédominante la mutation RET/PTC3
[27]. De fagon globale, les CPT positifs pour RET/PTC sur-
viennent préférentiellement chez des sujets plus jeunes,
ont une architecture histologique papillaire classique et une
tendance a étre associés a des métastases ganglionnaires.

3.3. La mutation de RAS

Les mutations ponctuelles du géne RAS ne sont pas spé-
cifiques d’un type particulier de tumeur de la thyroide et
sont ainsi observées dans les CPT, les carcinomes et les
adénomes folliculaires. Les mutations surviennent sur
HRAS, KRAS et NRAS (figure 3). Dans sa forme inactivée,
la protéine RAS est liée au guanosine diphosphate. Aprés
activation, la protéine RAS se dissocie de la guanosine
diphosphate et se lie ainsi au guanosine triphosphate (GTP),
activant la voie MAPK et d’autres voies de signalisation,
comme la voie PIBK/AKT. Les points de mutation dans le
domaine spécifique du géne RAS augmentent I’affinité
de la protéine RAS-GTP pour le GTP (mutation dans les
codons 12 et 13) ou bien inactive sa fonction auto-cata-
lyique GTPase (mutation dans le codon 61). La résultante
de ces mutations est que la protéine mutée devient acti-
vée de fagon permanente et stimule de fagon chronique

Figure 2 — Détection de la mutation BRAF V600 par pyroséquencage directe.

BRAF non muté

BRAF muté

A. Carcinome papillaire de la thyroide non muté. B. Carcinome papillaire de la thyroide muté.
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A. Carcinome folliculaire de la thyroide non muté. B. Carcinome folliculaire de la thyroide muté.

NRAS non muté

les cibles situées en aval. En pathologie thyroidienne, les
mutations affectant le codon 61 de NRAS et HRAS sont
les plus fréquentes. Dans les CPT, les mutations de RAS
surviennent dans 10-20 % des tumeurs. Il est intéressant
de constater que parmiles CPT présentant une mutation
de RAS, il s’agit presque toujours de CPT a variante his-
tologique folliculaire, encapsulés, et avec peu ou pas de
métastases ganglionnaires. Finalement, les mutations de
RAS sont trouvées dans 40-50 % des carcinomes follicu-
laires et dans 20-30 % des adénomes folliculaires.

3.4. Le réarrangement PAX8/PPARv~y

Le réarrangement de PAX8/PPAR résulte d’une transloca-
tion t(2 ;3)(q13 ;p25), entrainant la fusion entre le géne PAX8
et le géne du récepteur PPARY (« peroxisome proliferator-
activated receptor ») [28]. Ce réarrangement conduit a une
forte expression de la protéine PPARy, mais les mécanismes
de cette transformation cellulaire consécutifs a cet événe-
ment génétique ne sont pas encore totalement élucidés.
PAX8/PPARy est mis en évidence dans 30-40 % des formes
histologiques «classiques» des carcinomes folliculaires,
et avec une plus faible prévalence dans les carcinomes
oncocytaires [19]. Les tumeurs présentant ce réarrangement
ont tendance a se développer chez les sujets plus jeunes,
d’étre de plus petite taille, d’avoir une architecture solide
et d’étre angio-invasives. Plus rarement, ce réarrangement
peut étre observé dans les adénomes folliculaires (2-10 %)
et dans des CPT de variante folliculaire [30]. Cependant, il
a été décrit que les adénomes folliculaires possédant ce
réarrangement avaient typiqguement une capsule épaisse
et montraient un profil immunohistochimique plus «en
faveur» d’un carcinome, laissant ainsi suggérer pour cer-
tains auteurs que ces tumeurs représenteraient finalement
des carcinomes folliculaires in situ ou pré-invasifs ou bien
des tumeurs malignes pour lesquelles I'invasion avait été
sous estimée lors de I'analyse histologique initiale [31].

3.5. Les mutations germinales

et somatiques de RET et les carcinomes
médullaires de la thyroide

Les carcinomes médullaires de la thyroide (CMT) sont des
tumeurs rares. lls sont plus agressifs que les carcinomes
bien différenciés d’origine folliculaire, avec un taux de
survie moyen de 50 % a 10 ans, responsables d’environ
138 % des déces liés aux carcinomes thyroidiens [32]. [l n’y
a pas eu d’amélioration de la survie des patients sur ces
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30 dernieres années [33], imposant la nécessité de déve-
lopper de nouvelles stratégies thérapeutiques. L'origine
des CMT est la cellule C (ou cellule para-folliculaire). lls
peuvent sécréter de la calcitonine, ou d’autres hormones
comme I’ACTH. On distingue les CMT sporadiques (75 %
des cas environ) et les CMT familiaux (25 % des cas) héré-
ditaires a transmission autosomique dominante. Parmi ces
derniers, on distingue une forme de CMT familial isolée
sans polyendocrinopathie et une forme associée a une
néoplasie endocrinienne multiple (NEM) de type lla ou llb.
Le diagnostic de formes familiales ou sporadiques des
CMT passe par une détection des mutations germinales
de RET effectuées sur un prélevement sanguin [33, 34]. Les
mutations somatiques de RET peuvent étre recherchées sur
de I’ADN extrait de tumeurs fixées ou bien congelées. Des
mutations germinales spécifiques au niveau de la région
codante du proto-oncogene RET ont été identifiées chez
les patients atteints de NEM et dans les autres formes
familiales de CMT. Il a été rapporté également des muta-
tions somatiques du proto-oncogéne RET dans les CMT
sporadiques. Ces mutations somatiques ont été associées
a un plus mauvais pronostic des CMT sporadiques dans
plusieurs séries [26, 32, 33].

3.6. Les autres mutations

D’autres mutations peuvent étre observées dans les can-
cers épithéliaux de la thyroide, comme celles portant sur
la voie PIBKCA/AKT, notamment dans les CPT de variante
folliculaire, sur PTEN dans les cancers anaplasiques et
les carcinomes folliculaires, TRK dans les CPT, la voie B
caténine (CTNNB1) et la TP53 dans les carcinomes peu
différenciées et les carcinomes anaplasiques [35, 36, 37].
L'impact actuel de la recherche de ces mutations en onco-
logie clinique thyroidienne est limité.

3.7. Les microARN

De trés courts segments d’ARN, appelés microARN,
considérés pendant longtemps comme des produits de
dégradation métabolique sans activité physiologique,
font actuellement I’objet de nombreuses recherches et
publications [38, 39, 40, 41]. Les microARN viennent en
effet modifier totalement une conception d’un des dogmes
fondamentaux de la biologie qui veut que les génes soient
exprimés par la voie ADN-ARN-protéines. Ces microARN
permettent en effet de bloquer I'expression des ARN mes-
sagers et ainsi la synthése protéique. Le premier microARN



(Lin 4) fut découvert en 1993 chez C. elegans. En 2000,
un autre microARN, let-7, était découvert non seulement
chez C. elegans, mais aussi chez des vertébrés. L'intérét
en pathologie humaine commenca réellement en 2004. A
ce jour, plus de 800 microARN ont été identifiés, mais I’on
suppose qu’il en existerait plus de 1 000. Les mécanismes
impliquant les microARN représentent certainement I'une
des voies majeures dans le systéme de régulation des
genes, puisqu’on estime qu’ils réguleraient environ un tiers
des génes codant pour des protéines. Plusieurs microARN,
incluant mir-146b, mir-221, mir-222, mir-181b, mir-155
et mir-224, sont surexprimés de fagon trés significative
dans les CPT [42, 43]. De fagon intéressante les niveaux
de surexpression de certains de ces microARN peuvent
étre corrélés avec le profil mutationnel de certains CPT.
Par exemple, mir-187 est exprimé a un plus fort niveau
dans les tumeurs possédant un réarrangement de RET/
PTC, et les niveaux de mir-221 et de mir-222 sont d’autant
plus élevés que les CPT sont mutés pour BRAF et RAS
[42]. Expérimentalement, une diminution d’expression d’un
microARN, let-7, peut induire la prolifération cellulaire de
lignées de CPT. Plusieurs microARN sont également surex-
primés dans les carcinomes folliculaires de la thyroide [44].

4. Impact des marqueurs
moléculaires en pathologie
thyroidienne pour la prise
en charge des patients

La détection des différents marqueurs moléculaires décrits
plus hauts peut se faire dans les produits cytologiques issus
des ponctions thyroidiennes a I'aiguille fine, ou bien a partir
des pieces de résection chirurgicale [45]. Les résultats obte-
nus offrent des informations utiles et additionnelles pour le
diagnostic, pour la prise en charge thérapeutique et pour
le suivi des patients ayant un nodule thyroidien [46, 47].

4.1. Intérét des tests moléculaires
développés a partir des cytoponctions
thyroidiennes a l'aiguille fine

L'analyse cytologique des ponctions a l'aiguille fine des
nodules thyroidiens est une approche quasi incontour-
nable pour définir le diagnostic de ces lésions et pour
adopter une stratégie thérapeutique. Alors qu’une majorité
de ces lésions s’averent étre cytologiquement bénignes,
une faible proportion correspond a des Iésions malignes
(en particulier en cas de CPT ou de CMT). Toutefois, pour
10-40 % des nodules ponctionnés, le cytologiste ne peut
pas affirmer avec certitude le diagnostic de bénignité ou de
malignité, ce qui conduit a faire un diagnostic de Iésions de
nature «indéterminée ». Cette derniere catégorie englobe
en fait plusieurs sous-types de lésions thyroidiennes:
les Iésions folliculaires de signification indéterminée, les
néoplasies folliculaires et les néoplasies a cellules de
Hurthle, et les lésions suspectes de malignité, corrélées
respectivement avec un risque estimée pour la malignité
de 5-10 %, 20-30 % et 50-75 % [48]. Compte tenu de
I’absence de diagnostic de certitude, la grande majorité
de ces patients sera donc opérée, mais seulement 8-17 %
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des nodules correspondant se révéleront en fait comme
étant des tumeurs malignes.

Un nombre croissant de publications montre que les diffé-
rentes analyses moléculaires pratiquées a partir de produits
de cytoponction thyroidienne augmentent de fagon signifi-
cative la spécificité du diagnostic des nodules thyroidiens
ainsi ponctionnés [49, 50]. Parmi ces publications, une
grande majorité explore le réle diagnostic de la présence
d’une mutation BRAF [51, 52, 53, 54]. Toutes les études
réalisées montrent que parmi les cytoponctions qui étaient
BRAF positives, les tumeurs enlevées chirurgicalement
étaient des CPT. Il faut souligner qu’un grand nombre
des analyses moléculaires, réalisées a la recherche de la
mutation de BRAF et positive pour cette mutation, avait
un diagnostic cytologique de Iésions indéterminées ou
bien étaient non contributives. Un certain nombre de dia-
gnostic cytologique classant des Iésions comme étant
bénignes, mais muté pour BRAF, correspondait a un CPT
a I'examen histologique. D’autres études ont exploré I'in-
térét d’une détection des mutations de RET/PTC, TRK ou
de RAS sur du matériel de cytoponction [55]. Il semble
que I'impact diagnostique est d’autant plus important
qu’un panel comportant la recherche de plusieurs de ces
mutations est réalisé. Par exemple une étude effectuée
sur 470 cytoponctions consécutives avec un panel de
mutations recherchant les mutations de BRAF, RAS, RET/
PTC et PAX8/PPAR~, montrait 32 mutations (18 BRAF,
8 RAS, 5 RET/PTC et 1 PAX8/PPARY) [56]. Cette étude
montre que I’analyse moléculaire utilisant un tel panel est
particulierement utile pour améliorer le diagnostic des
Iésions classées cytologiquement comme indéterminées
[56]. Cependant il est certain que cette analyse moléculaire
est colteuse et nécessite un personnel technique hau-
tement qualifié. Il convient certainement dans le futur de
mieux affiner les indications d’une telle analyse en ciblant
cette recherche moléculaire sur des critéres cliniques et
échographiques d’un nodule initialement classé bénin
cytologiquement et pouvant ainsi étre reponctionné pour
faire cette analyse moléculaire. Pour certains auteurs, la
présence de la mutation BRAF devrait méme conduire a
une thyroidectomie totale, sans tenir compte de I'aspect
bénin observé cytologiquement. Enfin, il s’avére possible
de rechercher I’'expression de certains microARN dans du
matériel de cytoponction. Ainsi, une étude montre que dans
7/8 échantillons de ponction réalisée pour des nodules se
révélant étre secondairement des CPT, mir-221, mir-222,
et mir-181b étaient augmentés de fagon significative [57].
Une autre étude montre qu’en recherchant I'expression de
7 microARN (mir-221, mir-222, mir-146b, mir-224, mir-155,
mir-197, mir-187) le diagnostic de malignité a pu étre porté
a partir de matériel de cytoponction [42].

4.2, Intérét des tests moléculaires
développés sur piéces opératoires

Les tumeurs portant la mutation de BRAF correspondent
histologiquement a des CPT classiques et a des CPT a
cellules hautes, ne devant pas ainsi poser de probléeme de
diagnostic. Ainsi, la présence de cette mutation n’apporte
pas d’aide supplémentaire au diagnostic de ces lésions.
Les variantes folliculaires des CPT sont souvent associées
a une mutation de RAS, mais cette mutation peut étre aussi
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observée dans les adénomes folliculaires, ce qui limite
I'intérét de cette analyse moléculaire. Lorsqu’une Iésion
folliculaire est suspecte d’étre un carcinome, la détection
de PAX8/PPAR peut étre d’une grande aide au diagnostic.
Toutefois, cette mutation peut étre également trouvée dans
un faible pourcentage d’adénomes folliculaires, méme si
dans ce cas, une recherche minutieuse de I’ensemble de
la capsule doit se faire pour éliminer une zone d’invasion
vasculaire ou capsulaire. Une étude récente a été réalisée
dans le but de voir si les analyses moléculaires pouvaient
aider au diagnostic des tumeurs thyroidiennes de potentiel
de malignité incertain [58]. Cependant méme si un certain
nombre de mutations ponctuelles a été trouvé, notamment
sur le géne RAS, il n’existait pas dans cette série de profil
mutationnel particulier pouvant orienter le diagnostic vers
I’'une des entités constituant le groupe de ces tumeurs
[58]. Ainsi, la recherche de ces mutations semble avoir
un impact limité dans le cadre du diagnostic des Iésions
histologiques thyroidiennes.

[} Pathologie moléculaire
de la thyroide et facteurs
prédictifs d’agressivité tumorale

La plupart des cancers bien différenciés de la thyroide,
en particulier ceux de petite taille et bien localisés, ont
un comportement peu agressif et peuvent étre parfaite-
ment traités. Cependant, certains de ces cancers ont de
fagon non prévisible un potentiel évolutif plus important
et nécessiteraient de ce fait un traitement d’emblée plus
«agressif ». Les biomarqueurs moléculaires peuvent ainsi
contribuer a évaluer le pronostic de ces tumeurs [59].

5.1. BRAF

La mutation BRAFV6E00E est en général bien acceptée
comme étant un biomarqueur pronostique des CPT [14,
17, 58]. Les résultats obtenus sur de larges cohortes de
patients montrent que la plupart des CPT mutés pour
BRAF ont un potentiel évolutif plus agressif [61]. Ceci
est toutefois contreversé dans certaines séries [16].
La mutation de BRAF est corrélée avec une extension
extra-thyroidienne, une tumeur de grande taille, des
métastases ganglionnaires, viscérales ou osseuses.
De fagon intéressante, la présence de cette mutation
est aussi corrélée avec un échec thérapeutique et une
récidive tumorale, méme chez des patients ayant un
stade tumoral initial peu évolué. Une étude réalisée a
partir d’une cohorte de 102 patients avec un suivi évolutif
de 15 ans montre que la présence de BRAFT V600E est un
biomarqueur indépendant corrélé au décés par CPT [62].
Ce facteur pronostique est également observé lorsque la
mutation est détectée sur du matériel de cytoponction.
Ceci conduit donc a envisager une meilleure prise en
charge préopératoire pour les CPT [63]. La mutation de
BRAF est responsable d’une altération de la fonction
du transporteur d’iode, expliquant probablement
certains échecs thérapeutiques [62]. BRAF favorise
aussi I'évolution vers une dédifférenciation tumorale
et vers le développement possible d’un carcinome
anaplasique, dont le pronostic est tres défavorable. La

54 //Revue FRANCOPHONE DES LABORATOIRES - JANVIER 2011 - N°428

valeur pronostique de cette mutation semble étre aussi
particulierement importante pour les microcarcinomes
papillaires. Si la plupart de ces lésions ne sont pas
accompagnées de récidive, un certain nombre d’entre
elles peuvent entrainer des métastases et le déces
des patients. Ainsi, plusieurs études montrent que les
microcarcinomes papillaires présentant une mutation de
BRAF ont un potentiel métastatique ganglionnaire plus
important et un potentiel invasif extrathyroidien [64, 65].
Ces microcarcinomes papillaires a potentiel agressif
devraient donc certainement bénéficier d’un traitement
initialement plus agressif. Il parait important d’essayer de
déterminer dans le futur le groupe de CPT BRAF mutés a
fort potentiel agressif. En effet, tous les CPT BRAF mutés
ne sont pas agressifs et les CPT non mutés pour BRAF
peuvent aussi évoluer d’une fagon péjorative.

5.2. RAS

Le role de RAS comme biomarqueur pronostique des
tumeurs thyroides n’est pas déterminé. Comme cette muta-
tion est également trouvée dans des tumeurs folliculaires
bénignes, le statut RAS par lui-méme ne peut pas étre
utilisé pour évaluer le pronostic tumoral. Quelques études
montrent toutefois que la présence de RAS détectée dans
certains CPT ou dans des carcinomes folliculaires est cor-
rélée a un pronostic plus défavorable, avec en particulier
le développement de métastases osseuses [66)].

5.3. RET/PTC

La corrélation entre la présence de RET/PTC et le pronostic
des CPT est incertaine. Des études montrent une corréla-
tion avec un pronostic plus favorable. Ainsi, contrairement
aux CPT ayant une mutation de BRAF et de NRAS, ceux
ayant la mutation de RET/PTC, en particulier de RET/
PTCT1, ont une plus faible probabilité de progression vers
un carcinome peu différencié ou vers un carcinome ana-
plasique. Cependant en cas de mutations de BRAF et de
RET/PTC, certains CPT auraient tendance a récidiver plus
fréquemment [67].

[} Quels tests moléculaires ?
Quels échantillons ?
Quelles indications ?

Les études moléculaires en pathologie thyroidienne font
ainsi 'objet de trés nombreuses études, ayant pour but
de déterminer de nouveaux biomarqueurs diagnostiques
ou pronostiques. Ces études portent sur I'analyse de
mutations ponctuelles, de réarrangements, et depuis peu,
sur I'expression des microARN. Les résultats obtenus
dépendent largement du conditionnement pré-analytique
des échantillons (fixation ou congélation) et de leur nature
(matériel cytologique ou histologique). Ainsi, les tech-
niques de PCR pour la détection des réarrangements de
RET/PTC et PAX8/PPAR~ ne sont pas indiquées pour les
échantillons fixés, compte tenu de la dégradation fréquente
de I’ARN en cas de fixation. Dans ce cas, les techniques
de FISH semblent bien plus performantes. A I'inverse, la
recherche des mutations ponctuelles de BRAF ou de RAS



est possible par la plupart des techniques (séquengage
direct, pyroséquencage, RT-PCR) que le tissu soit congelé
ou bien fixé. La recherche des microARN peut se faire en
principe sur du matériel fixé ou congelé, les microARN
étant stables et non dégradés par la fixation formolée.
De fagon intéressante, cette recherche peut également se
concevoir par hybridation in situ, réalisée sur cytologie ou
sur coupe tissulaire déparaffinée.

Il est encore actuellement difficile de proposer un arbre
décisionnel et stratégique particulier pour les indications
des examens de biologie moléculaire en pathologie thy-
roidienne. Aucun test n’a de valeur pronostique évident
lorsqu’il est considéré individuellement, car certaines
mutations ou réarrangements (RAS, PAX8/PPARv) peu-
vent se voir a la fois dans des pathologies malignes et
bénignes. Il semble toutefois intéressant de rechercher
la mutation de BRAF dans les produits de cytoponction
dont le diagnostic morphologique a conduit a un résultat
de cytologie «indéterminée ». Toutefois, seule une positivité
de la mutation de BRAF permettra alors le diagnostic de
CPT, un résultat négatif n’excluant pas ce diagnostic. La
prise en charge moléculaire des CMT constitue bien sur
un cas particulier. La recherche des mutations germinales
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