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Introduction

Les nétrines sont une famille de protéines sécrétées trés bien conservées a travers les especes,
a origine décrites pour leur role dans le développement du systéme nerveux. La premiére
nétrine décrite est UNC6 chez Canorhabditis elegans en 1987. A cette période, il a été
découvert trois genes UNCS, UNC6 et UNC40 chez le nématode qui, s’ils sont mutés, lui
conférent un phénotype étrange (UNC pour « uncoordinated ») dii & des perturbations de la
migration des axones durant le développement embryonnaire. En 1994, deux nétrines du poulet
sont purifiées : les nétrine-1 et 2. Puis, en 1996, la nétrine d’un mammifére est découverte et
nommeée nétrine-1. Elle exerce la méme fonction via son récepteur DCC.

Or, DCC est initialement découvert en 1990 comme un géne fréquemment perdu dans les
cancers colorectaux, d’ou son nom « Deleted in Colorectal Cancer ». On le suppose alors d’étre
un gene suppresseur de tumeur. Malheureusement, cette hypothése fait débat au sein de la
communauté scientifique qui, avec la découverte de la nétrine-1 dans le guidage axonal, se
détournera de ce role pour celui de récepteur de guidage axonal.

Ce n’est qu’en 1998 que son implication dans I’apparition des cancers ne sera relancée avec la
démonstration de son appartenance aux récepteurs a dépendance. Ainsi, en 1’absence de nétrine-
1, DCC induit I’apoptose mais la présence de son ligand garantit la survie cellulaire. DCC, en
induisant I’apoptose et en étant perdu dans de nombreux cancers, suggere détenir un role de
suppresseur de tumeur.

Enfin, la nétrine-1 se dote en parall¢le d’un nouveau role : celui de facteur de survie cellulaire.
Or, de nombreuses ¢tudes révelent un gain d’expression de nétrine-1 dans de multiples cancers
humains laissant supposer qu’elle puisse étre un oncogene.

D¢s lors, interagir avec cette molécule pour induire 1’apoptose de la cellule tumorale semble
étre une idée prometteuse. Quand est-il de son expression dans le mastocytome cutané canin ?
C’est précisément 1’objet de cette étude afin d’espérer pouvoir trouver un nouvel axe
thérapeutique pour ce cancer qui demeure la tumeur cutanée la plus fréquente chez le chien.

Dans une premicre partie nous nous attacherons a faire la synthése bibliographique concernant
la nétrine-1 et ses récepteurs puis concernant le mastocytome cutané canin en termes
d’épidémiologie, de présentation clinique, de diagnostic et de traitement.

Enfin, une deuxiéme partie fera I’objet d’une étude expérimentale pour rechercher la présence
d’un gain d’expression de nétrine-1 dans des mastocytomes chez le chien.
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Partie 1. Etude bibliographique :
la nétrine-1 et le mastocytome cutané
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I/ La nétrine-1 et ses récepteurs

1/ Présentation de la nétrine-1 : structure et lieu d’expression

1.1/ Généralités

Les nétrines forment un ensemble de protéines identifiées pour la premicre fois chez le
nématode Cenorhabditis elegans. Chaque espece possede ses propres nétrines qui présentent
toutes de fortes similitudes inter-spécifiques, notamment dans leur séquence génétique.

Chez C.elegans, on ne compte qu’une seule nétrine nommée UNC6 (Ishii et al 1992) tandis que
chez le poulet on retrouve les nétrine-1 et -2 (Serafini et al 1994), et chez la drosophile, les
nétrines A et B (Winberg Mitchell et Goodman 1998).

On dénombre chez les mammiféres trois nétrines sécrétées, les nétrines 1, 3 et 4 et deux nétrines
transmembranaires, les nétrines G1 et G2 (Rajasekharan et Kennedy 2009).

Les nétrines G interagissent avec les ligands NGLI1 et 2 pour réguler la transmission synaptique
entre neurones (Rajasekharan et Kennedy 2009). On suppose que ces nétrines ont évolué
indépendamment des autres et réguleraient les interactions cellule-cellule a courte distance
(Cirulli et Yebra 2007). La figure 1 retrace le lien évolutif entre les différentes nétrines (Fig 1).

UNC6 (nematod)
| I Netrin A (drosoplula)

Netrin B (drosophila)

[ NTN2L {(human)
b Netrin-3 (mouse)

Netrin-2 (chick)

Netrin-1 (mouse)
—(__E NTNIL (human)
Netrin-1 (chick)

Netrin-4 (mouse)

Netrin G1 (mouse)
Netrin G2 (mouse)

Figure 1 : Les différentes nétrines et leur homologie (Mehlen et Furne 2005)

La famille des nétrines dérive de la famille des laminines, un groupe de protéines de la matrice
extracellulaire. Les deux tiers de la région amino-terminale des nétrines 1, 2 et 3 sont similaires
aux séquences amino-terminales des chaines y1 des laminines (Rajasekharan et Kennedy 2009).
A I’inverse, la nétrine-4 est apparentée a la chaine 3 des laminines (Barallobre et al 2005).

Les nétrines sont composées de trois domaines pour un poids moyen de 70 kDa (Baker et al
2006).

Chez I’homme, le géne de la nétrine-1 se trouve sur le chromosome 17, au niveau du locus
17p13.1. Sa séquence génétique est consultable sur le site NCBI. Le géne est composé de huit
exons codés par une séquence d’ADN de 222 458 paires de bases. Une fois transcrit, I’ARN
messager compte 2 034 nucléotides, qui codent une protéine de 604 acides aminés.

Chez le chien, le géne de la nétrine-1 est présent sur le chromosome 5 et serait composé de six
exons codés par une séquence d’ADN de 171 129 paires de bases.
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La nétrine-1 humaine présente 98% d’homologie avec la nétrine-1 de la souris et 50%
d’homologie avec UNC6 de C.elegans (Meyerhardt et al 1999). Elle est aussi trés similaire a la
séquence prédictive de nétrine-1 du chien et aurait 98,5% d’homologie avec elle (Rhumy 2016).
Seuls cinq acides aminés différent entre leurs deux séquences. Les différences observées sont
localisées en amont du domaine laminine (deux acides aminés) et dans le domaine C-terminal
(trois acides aminés) (Fig 2).

Récemment, un nouveau peptide correspondant a une version tronquée de la nétrine-1 a été
découvert et nommé AN-nétrine-1. Ainsi, le géne de la nétrine-1, nommé NTN1, code deux
protéines : la nétrine-1 ou AN-nétrine-1. Cependant, il faut rappeler que ce dernier peptide n’a
¢été retrouvé que dans des cellules tumorales humaines et donc que le second promoteur
permettant sa synthése n’est pas activé dans des conditions physiologiques (Delloye-Bourgeois
etal 2012).

1.2/ Les différents domaines

1.2.1/ Les domaines V et VI

Toutes les nétrines sont composées de sites spécifiques en région N-terminale nommés
domaines V et VI qui sont des séquences homologues respectivement aux domaines V et VI
des laminines.

Le domaine V est composé de trois répétitions de facteur de croissance épidermique, ou EGF,
nommés V1, V2 et V3.

Ces domaines ont un rdle dans I’interaction des nétrines avec leurs récepteurs membranaires
(DCC et UNCS5 notamment) que nous détaillerons plus loin (Rajasekharan et Kennedy 2009 ;
Barallobre et al 2005) (Fig 2).

1.2.2/ Le domaine C

La région C-terminale des nétrines sécrétées, nommée domaine C, est une région trés variable
entre chaque espece, riche en acides aminés basiques (Barallobre et al 2005). Sa structure est
similaire a d’autres domaines retrouvés au sein de plusieurs protéines différentes telles que les
inhibiteurs des métalloprotéinases ou des protéines du complément C3, C4 et C5 du systéme
immunitaire inné (Rajasekharan et Kennedy 2009).

Cette séquence fixe des éléments de la matrice extracellulaire : héparine (Kappler et al 2000),
collagene de type IV, laminine-1, fibronectine (Yebra et al 2003) et des glucolipides
membranaires (Rajasekharan et Kennedy 2009). Le rdle de ces interactions demeure mal
compris.

Le domaine C ne participe pas aux interactions entre la nétrine-1 et les récepteurs DCC ou
UNCS, ne jouant ainsi pas de role dans le guidage axonal (Rajasekharan et Kennedy 2009).
Néanmoins, la perte de ce domaine pour 1’équivalent de la nétrine 1 chez C. elegans confere
des défauts légers de migration axonale (Lim et al 1999). D’ailleurs, Yebra révele la présence
dans ce domaine d’une séquence de 25 acides aminés qui fixe les intégrines a6p4 (Fig 2). Les
intégrines a6fB1 peuvent également fixer le domaine C sur une séquence inconnue (Yebra et al
2003).
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Enfin, la découverte du peptide AN-nétrine-1, localisé¢ dans le nucléole des cellules tumorales
humaines, a révélé I’importance du domaine C pour la translocation du peptide vers le nucléole,
tandis que le domaine VI I’en empéche. Le domaine C est aussi le lieu d’interaction de AN-
nétrine-1 avec des protéines du nucléole (Delloye-Bourgeois et al 2012).

La figure 2 schématise la structure de la nétrine-1 et récapitule les rdles des différents domaines
(Fig 2).

*
*

Domaine globulaire

> DCC, néogénine, UNC5

Composants de la matrice extra-cellulaire,
intégrines 06p4 et a3p1,
glucolipides membranaires

Répétitions EGF
*
*

Domaine C *

Figure 2 : Structure de la nétrine-1 (d’apres Bradford Cole et Cooper 2009 ; d’aprés Rhumy 2016)

Note : les étoiles correspondent aux lieux des acides aminés qui différent entre la nétrine-1 du chien et
de ’homme

1.3/ Lieu d’expression

1.3.1/ Le systeme nerveux central

La nétrine-1 est exprimée dans plusieurs régions du systéme nerveux central en développement
: la moelle épinicre (Serafini et al 1994), le systéme visuel, olfactif, le cervelet, les canaux semi-
circulaires de I’oreille interne, la substantia nigra, le corpus striatum (Livesey et Hunt 1997), le
fimbria, les cellules a la jonction des deux hémispheéres et la commissure antérieure (Serafini et
al 1996).

Elle est aussi exprimée dans le systtme nerveux central de 1’adulte notamment par les
oligodendrocytes de la moelle épinicre et de nombreux neurones (Manitt et al 2001 ; Kennedy
et al 1994).

Le tableau I récapitule les principales localisations de la nétrine-1 dans le systéme nerveux
central (Tab I).
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Tableau I : Lieu d’expression de la nétrine-1 dans le systéme nerveux central des mammiféres adultes

(Bradford Cole et Cooper 2009)

Age Structure Cell type
Postnatal Cerebellum?® Granule cell precursors and
interneurons
Cochlea® Spiral ganglion cells
Striatum® Striatal neurons, presumed
cholinergic
Substantia nigra“ Dopaminergic neurons
Ventral tegmental area® Dopaminergic neurons
Adult Cerebellum* Interneurons
Spinal cord® Interneurons, motorneurons,
oligodendrocytes
Striatum*® Striatal neurons, presumed
cholinergic
Substantia nigra© Dopaminergic neurons

1.3.2/ En dehors du systeme nerveux central

La nétrine-1 est aussi largement exprimée en dehors du systéme nerveux central.

En 1994, elle est retrouvée chez le poulet dans : le cceur, les ovaires, les muscles squelettiques,
le thymus, les poumons, I’intestin, les testicules et la rate (Kennedy et al 1994).

En 1997, Livesey la retrouve aussi dans la langue en développement et certains muscles
squelettiques du rat (Livesey et Hunt 1997).

Une étude chez I’homme la met en évidence dans de nombreux tissus adultes : le cceur,
I’intestin, le colon, le foie, la prostate, le pancréas, I’ovaire, le testicule, le thymus, la rate, le
rein et le poumon (Meyerhardt et al 1999).

Plus récemment, elle a été retrouvée : dans la glande mammaire, 1’aorte dorsale (Barallobre et
al 2005) et dans le systéme nerveux périphérique (Madison Zomorodi et Robinson 2000).

La nétrine-1 est donc présente dans de multiples localisations, au sein de nombreux types
cellulaires et a de multiples fonctions.

2/ Présentation des récepteurs a la nétrine-1 : structure et lieu

d’expression

2.1/ Des récepteurs a dépendance : un nouveau paradigme

Les récepteurs transmembranaires obéissent au paradigme suivant : en présence de leur ligand,
ils s’activent et induisent une réponse de la cellule qui les expriment alors qu’en absence de
leur ligand, ils demeurent inactifs et n’engendrent aucune réponse par la cellule.

Il a été cependant montré que d’autres types de récepteurs existaient. En présence de leurs
ligands, ils induisent un message de survie, de prolifération et de différenciation cellulaire et,

en I’absence de leurs ligands, ils ne sont pas inactifs mais induisent 1’apoptose de la cellule (Fig
3).
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Nétrine-1 ‘
® _

DCC
Différentiation
Guidage cellulaire Apoptose

Survie cellulaire
Figure 3 : Représentation schématique des récepteurs a dépendance (d’apres Mehlen et Bredesen
2004)

Ainsi, la cellule exprimant ces récepteurs devient dépendante de la présence du ligand. Le
ligand devient une condition nécessaire a sa survie, d’ou le terme de «récepteurs a
dépendance » (Mehlen et Bredesen 2004).

Actuellement, on dénombre une quinzaine de récepteurs a dépendance ayant tous des structures
différentes. Ils partagent en revanche une méme dualité fonctionnelle et tous ces récepteurs
interviennent au cours de ’embryogénése et dans la tumorigénese (Delcros et Mehlen 2013).

2.2/ Les principaux récepteurs a la nétrine-1

Les récepteurs de la nétrine-1 font partie de cette catégorie des récepteurs a dépendance et

incluent (Fig 4) :

- la famille de récepteur « Deleted in Colorectal Cancer » (DCC) qui comprend chez les
vertébrés : DCC et néogénine (Mehlen et al 1998 ; Matsunaga et al 2004)

- la famille de récepteurs UNCS5 : UNCS5A, B, C et D chez ’homme (aussi nommés UNC5HI,
2, 3 et 4 chez la souris) (Llambi et al 2001)

- les intégrines a6p4 et a3p1 (Stupack et al 2001)

Les récepteurs DCC, néogénine et les récepteurs UNCS appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines (Cirulli et Yebra 2007).

Le récepteur « the Down’s Syndrome Cell Adhesion Molecule » (DSCAM) est un récepteur de
la nétrine-1 mais ne fait pas partie des récepteurs a dépendance (Ly et al 2008).
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DSCAM
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neogenin

Unc5A-D

L2

Figure 4 : Les principaux récepteurs de la nétrine-1 (Rajasekharan and Kennedy 2009)

Légende : Ig = domaines d’immunoglobulines, FN-III = domaines de fibronectine III, P1 P2 et P3 =
domaines cytoplasmiques conservés de DCC, TSP1 = domaine thrombospondine de type 1, Zu-5 =
domaine zonula occludens-1, DD = domaine de mort de UNCS5 (death domain), DB = domaine de

fixation a DCC de UNCS5 (DCC binding domain)

2.2.1/ Le récepteur DCC

Le geéne DCC est localisé sur le chromosome humain 18qg21.

2.2.1.1/ Structure

Le géne DCC code une glycoprotéine transmembranaire de type I de 175-190 kDa (Mehlen et
Bredesen 2004). Les protéines transmembranaires de type I traversent la membrane plasmique
une seule fois et leur extrémité N-terminale se situe a I’extérieur de la cellule tandis que leur
extrémité C-terminale est intracytoplasmique (Arakawa 2004).

Le domaine extracellulaire de DCC représente environ 1100 acides aminés (Mehlen et Fearon
2004). 11 se compose de quatre domaines d’immunoglobulines et de six répétitions de
fibronectine de type III (Fig 4). La quatriéme et la cinquiéme répétition de fibronectine III sont
nécessaires a la fixation de la nétrine-1 (Barallobre et al 2005).

Aprés un domaine servant a l’ancrage au sein de la membrane plasmique, la partie
intracellulaire de DCC comptabilise 325 acides aminés et est composée de trois domaines
nommés P1, P2 et P3 (Rajasekharan and Kennedy 2009 ; Mehlen et Fearon 2004).

Selon I’étude de Round et Stein, le domaine P1 est nécessaire pour assurer 1’interaction avec
les récepteurs UNCS5 tandis que le domaine P3 est requis pour la multimérisation du récepteur
et est aussi impliqué comme site de fixation de plusieurs protéines intracellulaires servant lors
de la transduction du signal, notamment la kinase d’adhésion focale (FAK) et la protéine
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transfert phosphatidyl-inositol alpha (PITPa) (cf chapitre 1/3.1.3) (Round et Stein 2007 ; Hong
et al 1999).

Il contient aussi dans sa partie intracytoplasmique un domaine commun aux récepteurs a
dépendance nommé « Addiction Dependance Domain » (ADD) induisant 1’apoptose de la

cellule lorsque son ligand est absent (Delcros et Mehlen 2013).

2.2.1.2/ Expression

Il est exprimé trés largement dans de nombreux tissus adultes : dans le systéme nerveux central
(par exemple dans les fibres my¢linisées et non myélinisées, les cellules de Purkinje du cervelet,
la commissure antérieure, la commissure de 1I’hippocampe, le corps calleux, le chiasma optique,
la substantia nigra, le télencéphale, le mésenséphale et le rhombencéphale) dans le systéme
nerveux périphérique (nerfs craniens, sciatiques, plexys myentériques), au niveau de
I”épithélium du tube digestif, de la peau, des poumons, de la vessie et de la prostate (Barallobre
et al 2005 ; Livesey et Hunt 1997 ; Hedrick et al 1994 ; Keino-Masu et al 1996 ; Seaman et al
2001).

2.2.2/ Le récepteur néogénine : structure et lieu d’expression

Découvert en 1994, néogénine est un récepteur transmembranaire fixant la nétrine-1 qui partage
51% d’homologie avec DCC chez le rat (Keino-Masu 1996 ; Vielmetter et al 1994) (Fig 4).
Le récepteur néogénine comporte 1442 acides aminés pour 190kDa environ (Vielmetter et al
1994). Le domaine extracellulaire du récepteur néogénine est identique a celui du récepteur
DCC (Barallobre et al 2005).

Découvert chez le poulet, il est exprimé surtout au sein du systéme nerveux en développement
mais aussi dans le tractus digestif (Vielmetter et al 1994).

Il est retrouvé dans des tissus épithéliaux et neuronaux : poumon, estomac, intestin et cellules
souches du systéme nerveux (Srinivasan et al 2003).

2.2.3/ La famille de récepteurs UNC5

Leonardo prouve la fixation de la nétrine-1 sur trois récepteurs UNCS5 : UNC5H1, UNC5H2 et
UNCS5H3 chez les mammiferes, ayant 28% d’homologie avec UNCS5 de C.elegans (Leonardo
et al 1997). Son étroite conservation entre les espéces suggere que son role demeure identique.
Un quatrieme récepteur nommé UNCS5H4 a été retrouvé mais sa fixation a la nétrine-1 n’a pas
¢été¢ montrée (Arakawa 2004).

Ces récepteurs sont retrouvés chez ’homme et nommés UNCSA, B, C et D. Leurs locus sont
respectivement 5q35, 10q21-22, 4q21-23 et 8pl2. Ils présentent une grande similitude dans
leurs séquences avec leurs homologues UNC5H]1, 2 et 3 (Thiebault et al 2003 ; Zhu et al 2013).

2.2.3.1/ Structure

Ce sont des protéines transmembranaires de type I d’environ 110-120 kDa possédant un
domaine extracellulaire composé de deux répétitions d’immunoglobulines et de deux modules
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de thrombospondine de type I (Fig 4). Les motifs d’immunoglobulines sont nécessaires a la
fixation de la nétrine-1 (Rajasekharan et Kennedy 2009).

La partie intracellulaire de ces protéines est composée d’environ 550 acides aminés comprenant
deux domaines : un domaine nommé ZU-5 en raison de son homologie avec une portion du
Zona Occludens-1 (Hong et al 1999) et un second domaine nommé DD pour domaine de mort.
Ce dernier a une homologie avec le domaine de mort de la famille des récepteurs au « Tumor
Necrosis Factor » (ou TNF) comme FAS (Apoptosis Stimulating Factor) ou TNF I (Mehlen
2004). Il n’intervient pas lors du message chimiorépulsif de la nétrine-1 (Hong et al 1999) mais
plutdt dans I’induction de I’apoptose de la cellule en absence de nétrine-1 (Delcros et Mehlen
2013).

Enfin, Hong révéle que la chimiorépulsion des axones a longue distance est permise par
I’interaction de DCC, via son domaine P1, avec UNCS5 sur un domaine particulier qu’il nomme

domaine DB pour « DCC binding domain » (Hong et al 1999).

2.2.3.2/ Expression

UNCS5H1 et UNC5H2 sont exprimés dans la moelle épiniére, I’encéphale, le cervelet, en dehors
du systéme nerveux en développement dans des zones plus spécifiques pour chacun de ces deux
récepteurs (Leonardo et al 1997). Ils sont également exprimés dans le systéme nerveux central
chez I’adulte (Manitt et al 2001).

UNCSA et B sont présents dans les cellules endothéliales humaines mais seul UNC5B est un
récepteur a dépendance dans ces cellules (Castets et al 2009).

2.2.4/ Le recepteur DSCAM

The Down’s Syndrom Cell Adhesion Molecule (DSCAM) est un récepteur transmembranaire
de type I composé de dix domaines d’immunoglobulines et de six répétitions de fibronectine
IIT dans sa partie extracellulaire (Fig 4). Il est un récepteur de la nétrine-1 et celle-ci se fixe aux
domaines d’immunoglobulines 7 a 9. Il est localisé sur le chromosome 21 au locus 21q22.2 -
22.3 et est impliqué dans le déficit mental des patients autistes (Ly et al 2008).

Il participe avec le récepteur DCC a la fonction de guidage axonal des neurones commissuraux
de la nétrine-1 durant le développement (Ly et al 2008).

Ce récepteur n’est cependant pas un récepteur a dépendance au sens défini au début de ce
chapitre (Ly et al 2008).

2.2.5/ Les intégrines

Ce sont des récepteurs hétérodimériques (aff) transmembranaires de type I qui assurent une
continuité entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette (Fig 5). Les intégrines épithéliales
a6p4 et a3B1 sont des récepteurs de la nétrine-1. Le site de fixation sur la nétrine-1 est une
séquence de 25 acides aminés du domaine C (Yebra et al 2003).

Elles interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire tels que les laminines, les
collageénes et les fibronectines. Elles transmettent des messages variés : prolifération,
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différentiation, migration et survie cellulaire et interviennent dans I’inflammation, la
cicatrisation tissulaire et la tumorigénese (Baker et al 2006). De plus, elles garantissent une
résistance des cellules aux stimuli extérieurs en gardant un support a la matrice extracellulaire
(Mehlen et Bredesen 2004). Enfin, elles permettent le développement des tissus épithéliaux
(Yebra et al 2003).

Des signaux extracellulaires comme des cytokines et des facteurs de croissance régulent leur
expression (Stupack et al 2001).

Lorsque des substrats immobiles de la matrice extracellulaire ne sont pas disponibles, ces
récepteurs alors non liés déclenchent I’apoptose via les domaines B1 ou 3. L’apoptose est
initiée par le recrutement de la caspase-8 (Stupack et al 2001).
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Figure 5 : Schéma du récepteur intégrine (d’apres Cirulli et Yebra 2007)

Légende : N : nétrine-1 ; B : chaine  ; a : chaine a

3/ Role de la nétrine-1 en situation physiologique

La nétrine-1 peut agir a proximité, en tant que messager paracrine, ou a distance via
I’établissement d’un gradient de concentration dans la matrice extracellulaire (Baker et al 2006
; Kennedy et al 2006).

3.1/ Guidage axonal

Au cours de I’embryogénése chaque précurseur de neurone, nommé neuroblaste, migre sur son
lieu définitif. Des connexions entre les neurones s’établissent alors par la migration des axones
(Barallobre et al 2005).

3.1.1/ Attraction axonale : une action a courte ou a longue distance

Le mot nétrine vient du sanskrit, une langue indo-européenne, « netr » qui signifie « celui qui
guide ». Elle a en effet été mise en évidence pour la premicre fois comme étant une molécule
qui permet le développement et la migration des axones commissuraux durant I’embryogénése
(Serafini et al 1994 ; Kennedy et al 1994). Les neurones commissuraux sont situés dans la partie
dorsale de la moelle épiniére embryonnaire et voient leurs axones se développer ventralement,
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vers la plaque du plancher (Tessier-Lavigne et al 1988) (Fig 6). Cette migration est permise
grace aux interactions entre le récepteur DCC situé sur le cone de croissance axonal (cf chapitre
I/3.1.3.1) et le gradient de concentration de nétrine-1, synthétis¢ au niveau de la plaque du
plancher. La nétrine-1 agit donc dans ce cas a distance (Keino-Masu et al 1996 ; Kennedy et al
2006).

Nétrine-1

Figure 6 : Schéma d’une coupe transversale de moelle épiniére embryonnaire illustrant l'attraction des
neurones commissuraux par la nétrine-1 (d’apres Sérafini 1994)

Légende : triangle vert = plaque du plancher, triangle rouge = plaque du toit, disque noir = corps
cellulaire des neurones commissuraux

Une attraction a courte distance des axones par la nétrine-1 est également décrite dans plusieurs
especes différentes (drosophile et souris notamment) permettant par exemple le guidage de
motoneurones dans I’établissement de I’innervation de leurs cellules musculaires cibles ou des
axones des cellules ganglionnaires rétiniennes vers le disque optique (Winberg Mitchell et
Goodman 1998, Deiner et al 1997). Cette migration fait 14 encore intervenir le récepteur DCC
présent sur les axones.

3.1.2/ Répulsion axonale : une action a courte ou a longue distance

Bien qu’elle ait d’abord été mise en évidence comme un signal d’attraction axonale, la nétrine-
1 peut aussi agir a distance comme un messager ¢loignant les axones via d’autres récepteurs :
les récepteurs UNCS, et ce grace a un gradient de concentration a partir de la plaque du plancher
(Collamarino et Tessier-Lavigne 1995 ; Varela-Echavarria 1997 ; Hamelin et al 1993 ;
Przyborski et al 1998 ; Hong et al 1999).

La nétrine-1 posséde également un effet répulsif a courte distance, participant notamment a
I”¢établissement des circuits cérébelleux intrinseques (Alcantara et al 2000).

Enfin, par la somme de ses messages chimioattractifs et chimiorépulsifs, il a été suggéré que la
nétrine-1 puisse intervenir comme facteur trophique influencant la régénération axonale du
systéme nerveux périphérique. Cette hypothése est permise par la découverte de sa production
par les cellules de Schwann jusqu’a 40 fois son seuil normal lors de section de nerf périphérique
(Madison Zomorodi et Robinson 2000).

La tableau II dresse les roles répulsif et attractif de la nétrine-1 pour certaines populations de
neurones (Tab II).

Ce double effet est permis par des mécanismes de guidage particuliers.
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Tableau II : Quelques fonctions clés du guidage axonal effectué par la nétrine-1 (Bradford Cole et

Cooper 2009)

Connectivity/system Projections Receptor Function Netrin-1 source
Auditory system® Axons of spiral ganglion neurons to hair ? Attraction Cochlea (F)

cells in cochlea
Corticospinal tract® Predominantly axons from cells in motor DCC Attraction Internal capsule (1); pyramidal

areas of the cortex to spinal cord decussation at the midline (1)
Cranial nerves”-© Dorsal projections: trigeminal, trochlear, ? Repulsion Floor plate (1)

facial, glossopharyngeal
Interhemispheric connections” Commissural axons of the corpus callosum, DCC Attraction Midline (1)

anterior and hippocampal commissures
Nigrostriatal pathway® Axons of dopaminergic neurons from the DCC Attraction Striatum (F)

substantia nigra pars compacta to striatum
Optic nerve tract® Retinal ganglion cell axons to optic disc DCC Attraction Neuroepithelial cell processes

within the optic nerve head (1)

Thalamocortical tract® Dorsal thalamus to sensory cortex DCC Attraction Internal capsule (1)
Cerebellum’ Lateral extensions of parallel fibres of DCC/Unc5 Repulsion External germinal layer and

cerebellar granule cells

interneurons (stellate and basket

cells) in molecular layer (1)

3.1.3/ Mécanismes de guidage axonal

Le role joué par la nétrine-1 dans le guidage axonal est complexe, et fait intervenir une structure
particuliere de 1’axone, le cone de croissance.

3.1.3.1/ L’organisation du cone de croissance

Le cone de croissance est situé a I’extrémité de 1’axone et est en interaction avec son
environnement proche. Il est composé de plusieurs domaines : un domaine périphérique (P-
domain), un domaine central (C-domain) et une zone de transition (T-zone) (Fig 7).

Le domaine périphérique est constitué de filopodes et de lamellipodes composés principalement
de filaments d’actine. Le domaine central est riche en microtubules et en organites. La zone de
transition est le lieu d’interaction entre 1’actine et les microtubules (Barallobre et al 2005).

Les filopodes agissent comme des détecteurs du milieu. S’ils rencontrent leur cible, cela suffit
a modifier la trajectoire de I’axone.

Les molécules de guidage se fixant a leurs récepteurs engendrent une réorganisation des
filaments d’actine dans le domaine périphérique du cone de croissance puis une réorganisation
des microtubules pour permettre une extension asymétrique.

Domaine P

Cone de croissance

Axone

Figure 7 : Schéma illustrant I’organisation du cytosquelette au sein du cone de croissance axonal
(d’apres Barallobre et al 2005)

Légende : Cercle rouge = actine ; Traits verts = microtubules
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3.1.3.2/ Des récepteurs qui se complexent

Nous avons vu que le récepteur DCC était impliqué dans la chimioattraction des axones
s’orientant ventralement dans la moelle épiniére embryonnaire. La fixation de la nétrine-1 sur
ce récepteur déclenche la formation d’un homodimére de DCC par interaction des domaines
intracytoplasmiques P3 (Barallobre et al 2005 ; Round et Stein 2007) (Fig 8).

Cependant, dés 1987, I’équivalent de DCC chez C.Elegans était suspecté d’intervenir dans la
chimiorépulsion axonale (Hedgecock et al 1987). En effet, en présence d’un gradient de nétrine-
1, les récepteurs UNCS5 et DCC interagissent via leurs domaines intracellulaires, DB (pour
UNCS) et P1 (pour DCC), pour former un complexe hétérodimérique. La fixation de nétrine-1
sur DCC favoriserait un changement conformationnel autorisant 1’interaction des domaines
intracellulaires (Hong et al 1999).

Finalement, plutdt que de s’opposer, ces récepteurs cooperent et la chimiorépulsion apparait
étre un mécanisme plus complexe que prévu (Fig 8).

Ainsi, le mécanisme de la répulsion axonale semble déterminé par le mode d’action de la
nétrine-1 : en tant que messager paracrine, la nétrine-1 repousse les axones via un récepteur
UNCS seul alors qu’en agissant a longue distance, I’effet répulsif est obtenu par 1’interaction
entre DCC et UNCS5 (Cirulli et Yebra 2007) (Fig 8).
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Figure 8 : Syntheése du modele admis pour ’attraction et la répulsion axonale induits par I’interaction

de la nétrine-1 avec ses récepteurs (Barallobre et al 2005)

Enfin, le récepteur DCC peut former un autre complexe hétérodimérique par 1’interaction des
domaines CC1 du récepteur Robo (un récepteur de guidage axonal) et P3 de DCC. Cette
interaction inhibe la chimioattraction axonale de la nétrine-1. Il constituerait un autre
mécanisme de régulation du message nétrine-1/DCC (Barallobre et al 2005).
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3.1.3.3/ La régulation des récepteurs de guidage axonal au niveau de la

membrane plasmique

La protéine kinase A (PKA) régule la quantité¢ de récepteurs DCC présents a la surface de
I’axone tandis que la protéine kinase C (PKC) régule celle des récepteurs UNCS. Cela permet
d’ajuster I’intensité du signal (Barallobre et al 2005 ; Round et Stein 2007).

La nature du message de la nétrine-1 dépend aussi de la localisation de ces récepteurs sur des
microdomaines particuliers de la membrane : les radeaux lipidiques. Ils sont caractérisés
physiquement par une concentration supérieure en cholestérol et en sphingolipides. Leurs
fonctions seraient multiples et comprendraient la transduction de messages extracellulaires. Ils
seraient essentiels pour le signal induit par la nétrine-1. De plus, il a été constaté que la présence
de nétrine-1 augmentait I’association du récepteur DCC avec les radeaux lipidiques du c6té du
cone de croissance ou la concentration en nétrine-1 était la plus forte. Cela entrainerait une
distribution asymétrique des récepteurs de la nétrine-1 sur le cone de croissance et générerait
un signal local permettant le guidage de 1’axone. Les radeaux lipidiques fourniraient des
signaux locaux et contribueraient donc a la spatialisation du message par leur distribution
asymétrique a la surface de la membrane plasmique (Guirland et al 2004) (Fig 9).

D’autres hypotheses ont suggéré que ces domaines apportent les partenaires nécessaires a la
transduction du signal de la nétrine-1 (Guirland et al 2004).

nétrine-1 nétrine-1 Sng/ml
'\
A\ »
activation / act tion \ R /‘\/
4
supérieure Zﬂ/\ supérieure < & ;/\
4
cone de [
croissance

axone

Répulsion axonale Attraction axonale du coté de la perturbation

Figure 9 : Schéma illustrant I’importance de I’activation asymétrique des récepteurs (d’apres les
résultats de Guirland et al 2004)

Note : 1 : un gradient de nétrine-1 redistribue ses récepteurs sur le cone de croissance vers les radeaux
lipidiques du c6té de sa plus forte concentration (a gauche sur le schéma). Les auteurs ont remarqué la
chimiorépulsion des axones de Xénope par la nétrine-1. 2 : Guirland et al ont inactivé les radeaux
lipidiques d’un seul c6té du cone de croissance (fleéches grises). Une perturbation des radeaux
lipidiques uniquement d’un seul c6té du cdne de croissance, soumis a une concentration homogeéne de
nétrine-1, recrée 1’effet d’un gradient de nétrine-1 en activant les récepteurs de facon asymétrique.

3.1.3.4/ La transduction du signal de la nétrine-1

Plusieurs partenaires intracellulaires relayent le signal de la nétrine-1 au sein de la cellule. Il y
a d’une part les agents fonctionnant comme seconds messagers (comme le calcium, les
nucléotides cycliques, les kinases d’adhésions cellulaires, les molécules de la voie des
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phosphoinositides et de la voie des MAP Kinases) et d’autre part les effecteurs de la
réorganisation du cytosquelette du cone de croissance (comme les Rho GTPases) présentés dans
les tableaux III et IV (Wen et Zheng 2006 ; Round et Stein 2007 ; Ming et al 1997 ; Laudana
Campbell et Butcher 1997 ; Ming et al 1999 ; Xie et al 2006 ; Xie et al 2005 ; Bar-Sagi et Hall
2000 ; Chang et al 2006 ; Forcet et al 2002 ; Li et al 2002b ; Barallobre et al 2005 ; Shekarabi
et al 2005) (Tab IIT ; Tab IV).

Tableau III : Les seconds messagers

e 3 AMPc, GMPc (Ming et al 1997 ; Laudana Campbell et Butcher 1997)
Nucléotides cycliques

Kinases d’adhésions cellulaires FAK, Src, Fyn (Wen et Zheng 2006)

PLC, PI3K, PITPa (Ming 1999 ; Xic et al 2006 ; Xic et al 2005 ; Bar-Sagi et
Voies des phosphoinositides Hall 2000 ; Chang et al 2006)

Les protéines MAP Kinases ERK1 , ERK?2 (Forcet et al 2002)

Signal calcique canaux TRP (Wen et Zheng 2006 ; Round et Stein 2007)

Nckl (Li et al 2002b)

Autres protéines p21 activated kinase (PAK) (Shekarabi et al 2005)

TRIO (Barallobre et al 2005)

Les Rho GTPases permettent I’organisation du réseau de filaments d’actine et comprennent les
protéines Racl, Cdc42 et RhoA. Activées par les seconds messagers décrits précédemment,
Racl et Cdc42 sont impliquées dans la chimioattraction par la nétrine-1 alors que RhoA
transmet le message chimiorépulsif (Li et al 2002a ; Luo 2000) (Tab IV).

Tableau IV : Les effecteurs du remodelage du cytosquelette

Protéines associées aux
MAPI1 B, MAP2, Tau (Barallobre 2005 ; Round et Stein 2007)

microtubules
La famille rho GTPases RhoA, Racl, Cdc42 (Li et al 2002a ; Luo 2000)
La famille de protéines WASP N-WASP (Shekarabi et al 2005)
Les protéines associées aux :
Ptrnines mbDia (Luo et al 2000)

La figure 10 résume une partie des mécanismes de la voie de signalisation de la nétrine-1 (Fig
10).
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Figure 10 : La voie de signalisation de la nétrine-1 : un signal d’attraction ou de répulsion axonal
(Bradford Cole et Cooper 2009)

Légende : 1/ La voie des kinases d’adhésions cellulaires recrutent directement les effecteurs Rho
GTPases 2/ La voie des phosphoinositides recrute le signal calcique qui permet 1’activation des
nucléotides cycliques pour aboutir aux Rho GTPases 3/ Une troisi¢éme voie consiste a activer les Rho
GTPases par les seconds messagers Nck1 et TRIO (Triple functional domain protein) 4/ DCC peut
former un complexe hétérodimérique avec le récepteur Robo, modulant le message chimioattractif 5/
Le gradient de nétrine-1 est capté par un hétérodimére DCC-UNCS5 pour entrainer une répulsion a
longue distance via les seconds messagers calciques et les nucléotides cycliques 6/ Une faible
concentration en nétrine-1 active un homodimére UNCS recrutant les kinases d’adhésions cellulaires
qui activent la Rho GTPase chimiorépulsive RhoA. 7/ La fixation de la nétrine-1 sur un homodimeére
UNCS recrute Shp2 (Src-homology 2 domain-containing phosphatase 2) qui se fixe sur UNC5C. Shp2
favoriserait un retour a un état de repos avec un récepteur non stimulé. Shp2 est aussi connu pour
réguler négativement RhoA et moduler I’activité de PI3K (Round et Stein 2007).

3.2/ Guidage cellulaire et morphogénése embryonnaire

Dés 1987, une étude utilisant la mutagénése révele que la perte de fonction de UNC40 et UNC6
engendre des défauts de migration de cellules mésodermiques en plus des migrations axonales
erratiques (Hedgecock et al 1987). La nétrine-1 pourrait avoir un role dans la migration
cellulaire, en plus de son role de guidage axonal durant le développement embryonnaire.
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3.2.1/ Guidage cellulaire dans le développement du systeme nerveux central

La nétrine-1 joue un rdle important dans la migration des cellules neuronales. Par exemple,
concernant les cellules pontiques, cette migration fait intervenir le récepteur DCC (Serafini et
al 1996 ; Bloch-Gallego et al 1999, Yee et al 1999). D’autres exemples concernent la formation
du cervelet (Alcantara et al 2000), la formation du striatum (Hamasaki et al 2001), la formation
de I’hypothalamus notamment la migration des neurones sécrétant les hormones antidiurétique
et I’ocytocine (Deiner et Sretavan 1999) et la migration des neurones dopaminergiques (Lin
Rao et Isacson 2005).

Chez I’adulte, elle fonctionnerait a courte distance pour maintenir la bonne interaction des
neurones avec les oligodendrocytes et est suspectée de réguler la motilité des oligodendrocytes
(Manitt et al 2001).

3.2.2/ Guidage cellulaire et morphogénese hors du systeme nerveux central,
[’exemple du développement de la glande mammaire

Lors du développement embryonnaire, il y a la formation d’un réseau de canalicules mammaires
au sein du tissu graisseux sous-cutané, dont I’extrémité est appelée bourgeon terminal. C’est
cette partie qui croit en réponse aux hormones durant la puberté. Cette croissance est dirigée
par les cellules de la coiffe, situées au sommet du bourgeon terminal (Fig 11). Ce sont des
cellules multipotentes qui donnent les cellules myoépithéliales lorsque le canalicule s’allonge
(Fig 11). Une partie des cellules de la coiffe se détache et forme les cellules pré-luminales qui
donneront les cellules épithéliales luminales lorsque le canalicule s’allonge (Fig 11).

Les cellules de la coiffe et les cellules pré-luminales sont maintenues au sein de deux
populations différentes par des attaches entre elles. La nétrine-1 est impliquée dans ces attaches
inter-cellulaires via une action a courte distance. Les cellules préluminales expriment la nétrine-
1 tandis que les cellules de la coiffe expriment le récepteur néogénine (Fig 11).

La nétrine-1 a donc un rdle dans la stabilisation des interactions cellule-cellule (Srinivasan et
al 2003).
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Figure 11 : Schéma d’un bourgeon terminal lors du développement de la glande mammaire
(Srinivasan et al 2003)

Légende : L=lumiére ; cercles rouges= cellules pré-luminales ; cercles bleus= cellules de la coiffe ;
cercle blanc= adipocytes ; triangles noirs= fibroblastes ; ligne noire= membrane basale ; Net= nétrine-
1 ; Néo= récepteur néogénine
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La nétrine-1 est aussi impliquée dans la morphogénése d’autres organes dont le pancréas
(Breuck et al 2003), I’oreille interne (Salminen et al 2000), la migration des cellules épithéliales
(Yebra et al 2003 ; Breuck et al 2003) et le poumon (Cirulli et Yebra 2007) (Tab V). Elle
intervient dans I’adhésion des cellules épithéliales en interagissant avec les intégrines a6p4 pour
assurer le bon fonctionnement des épithéliums (Yebra et al 2003). Or, les intégrines
interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire tels que les laminines, les
collagenes et les fibronectines et transmettent des messages variés dont le contrdle de la
prolifération et de la différentiation cellulaire (Baker et al 2006).

La nétrine-1 agirait également a courte distance pour stabiliser 1’organisation cellulaire au
niveau de 1’épithélium intestinal (Baker et al 2006).

3.3/ Angiogenése

Le role de la nétrine-1 dans ’angiogenese est équivoque. Selon les études, soit la nétrine-1
promeut la néovascularisation en augmentant la densité en capillaires soit, au contraire, elle
I’inhibe. Néanmoins, étant une molécule de guidage axonal pouvant induire des messages
opposés, il est envisagé qu’elle puisse faire de méme avec le systéme endothélial (Baker et al
2006).

Durant le développement embryonnaire, la nétrine-1 via UNCS5B est répulsive pour les cellules
endothéliales des capillaires en formation et inhibe le branchement de nouveaux vaisseaux. En
effet, la perte de fonction du récepteur UNCS5B est associée a la stimulation de 1’angiogenése
(Lu et al 2004) (Fig 12) (Tab V).

A T’inverse, la nétrine-1 stimule I’angiogenése in vitro et in vivo et potentialise I’effet du
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) chez I’adulte (Park et al 2004, Wilson et al 2006).
En effet, la perte de fonction de la nétrine-1 est associée a un arrét de I’angiogenese (Wilson et
al 2006) (Fig 12). Dans une autre étude, la stimulation de I’angiogenése par la nétrine-1 fait
intervenir le récepteur DCC qui permet le recrutement de la MAPK ERK1/2 qui phosphoryle
alors eNOS (endothelial nitric oxyde synthase), une protéine permettant la production de
monoxyde d’azote. Le monoxyde d’azote induit la croissance et la migration des cellules
endothéliales (Nguyen et Cai 2006) (Tab V).

Le role apparemment contradictoire de la nétrine-1 sur I’angiogenese peut toutefois s’expliquer
a la lumiére du modéle des récepteurs a dépendance (Fig 12). En effet, la perte de UNC5B
supprime 1’apoptose des cellules endothéliales et donc favorise 1’augmentation du nombre de
vaisseaux. A I’inverse, la perte de la nétrine-1 favorise 1’apoptose des cellules endothéliales
aboutissant a une diminution du nombre de vaisseaux.

La nétrine-1 est donc un facteur de survie pour les cellules endothéliales en bloquant I’apoptose
via le récepteur UNCS5B et la molécule en aval DAPK (Death Associated Protein Kinase 1).
Cela participe a I’ajustement du réseau de vaisseaux (Castets et al 2009).

39



Lu et al 2004 Wilson et al 2006 Castets et al 2009

Modele des récepteurs a dépendance

0
° e/

-
UNC5B

/%\/?\
l ! ! !

Inhibition de
I’angiogenése

— ~
UNCS5B

Prolifération de la
cellule endothéliale

Stimulation de
I’angiogenése

l l l

Régulation de I’angiogenése

Apoptose de la
cellule endothéliale

Anti-angiogénique Pro-angiogénique

Figure 12 : La nétrine-1 régule I’angiogenese selon le modele des récepteurs a dépendance (d’apres les

résultats de Castets et al 2009)

Légende : N= nétrine-1
Note : Le premier auteur a inactivé le récepteur UNCS5B et a remarqué la stimulation de I’angiogenése.
Il a donc conclu que la nétrine-1 devait inhiber I’angiogenése. Le deuxiéme auteur a inactivé la
nétrine-1 et a remarqué un arrét de la croissance des vaisseaux. Il a donc conclu qu’elle stimulait plutot
I’angiogenése. Finalement, les expériences de Castets et al permettent de concilier les observations des
deux auteurs en appliquant le modé¢le des récepteurs a dépendance.

Le tableau V résume quelques fonctions de la nétrine-1 durant ’embryogénése en dehors de la
fonction de guidage axonal (Tab V).

Tableau V : Quelques exemples de fonction de la nétrine-1 en dehors du systéme nerveux (Bradford

Cole et Cooper 2009)
Cell type Tissue Receptor Function Netrin-1 source
Cell migration-non-neural
Pancreatic progenitors® Pancreas a3B1 and abpB4 Attraction Epithelial cells including ductal
integrins cells and acinar tissue
Morphogenesis
Epithelial cells® Pancreatic duct cells abB4 integrin Adhesion of basal Epithelial cells including ductal
membrane to cells and acinar tissue
overlying
epithelium
Mesenchymal cells* Lung DCC Adhesion Epithelium of large airways,
mesenchyme
Epithelial cells® Lung DCC Adhesion Smooth muscle
Mammary cap cells® Mammary gland Neogenin Adhesion Prelumenal cells
Vascular smooth muscle cells* Human aortic vascular Neogenin Adhesion in vitro coated culture wells
smooth muscle cell lines
Apical epithelium* Lung Unc5 Inhibition of Epithelial cells, mesenchyme
branching (E12); epithelium, smooth
muscle (E16)
Angiogenesis
Vascular endothelial cells® Blood vessels in murine Undetermined Increase In vivo hydron pellets (200 ng)
cornea vascularisation
Vascular endothelial cells* Capillary branching of Unc5b Repulsion In vivo injection of
blood vessels recombinant Netrin-1 protein
into hindbrain
Endothelial tip cells* Arterial endothelial cells Unc5b Repulsion In vitro, netrin-1-expressing
HEK293 cells
Vascular smooth muscle cells* Human aortic vascular Neogenin Attraction In vitro assays
smooth muscle cell lines
Arterial endothelial cells* Bovine aortic endothelial DCC Attraction In vitro assays
cells
Placental arterioles® Placental labyrinth Unc5b Formation of Trophoblast cells in situ

40

vessels



3.4/ Survie cellulaire : mécanismes d’induction et d'inhibition de
I’apoptose par le couple nétrine-1/récepteurs a dépendance

Dés 1997, la découverte d’une expression de nétrine-1 au sein du systéme nerveux central de
I’adulte dans des régions de migration, de différentiation et de prolifération neuronale
questionne sur sa fonction. Un potentiel role dans la survie cellulaire était déja évoqué (Livesey
et Hunt 1997).

La nétrine-1 agit donc aussi en tant que facteur de survie cellulaire et permet la régulation de la
mort cellulaire selon le modele des récepteurs a dépendance (Mehlen et al 1998).

3.4.1/ Rappels sur les voies de ’apoptose

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmeée. Les cellules s’engageant dans
cette voie activent des enzymes qui dégradent leur ADN ainsi que leurs protéines nucléaires et
cytoplasmiques. Cela aboutit a la formation de fragments cellulaires nommés corps
apoptotiques, phagocytés avant d’étre déversés a I’extérieur de la cellule. Ce mécanisme est
donc non inflammatoire et se différencie de la nécrose. Son but est d’éliminer les cellules
devenues inutiles, dgées ou potentiellement dangereuses.

L’apoptose comporte deux phases : I’initiation et I’exécution.

3.4.1.1/ L’initiation

Elle permet a partir d’un signal, I’activation d’une cascade enzymatique impliquant des
protéines particulieres, les caspases, constitutivement présentes dans la cellule sous forme
inactivées, les pro-caspases.

Trois voies peuvent déclencher la phase d’initiation de I’apoptose : la voie extrinseque, la voie
intrinséque et la voie directe.

La voie extrinseque est déclenchée par une famille de récepteurs membranaires nommés
récepteurs au TNF (par exemple TNF1 et FAS) caractérisés par la présence d’un domaine de
mort dans leur partie cytoplasmique. La fixation du ligand de ces récepteurs permet le clivage
de la pro-caspase-8 en caspase-8, déclenchant la phase d’exécution (Robbins & Cotran
Pathologic Basis of Disease) (Fig 13).

La voie intrinséque survient suite a un déséquilibre entre des protéines anti-apoptotiques
(exemples : Bcl-2) et des protéines pro-apoptotiques (exemples : Bim, Bid, Bad), a 1’origine
d’une augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale externe. S’ensuit alors
la libération de molécules pro-apoptotiques comme le cytochrome ¢ contenues dans I’espace
inter-membranaire, vers le cytoplasme. Un ensemble de réactions entraine 1’activation de la
caspase-9 notamment. La caspase-9 activée permet le déclenchement de la phase d’exécution
(Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease) (Fig 13).

La voie directe fait intervenir les lymphocytes T cytotoxiques qui font exprimer aux cellules
cibles des protéines particuliéres de type perforine pour assurer la perméabilité de la membrane
plasmique a des protéines activatrices du systéme des caspases-10 comme le Granzyme B. La
caspase-10 activée déclenchera la phase d’exécution (Elmore 2007) (Fig 13).
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Figure 13 : Schéma bilan des trois voies d’initiation de I’apoptose (d’aprés Robbins & Cotran
Pathologic Basis of Disease ; d’aprés Elmore 2007)

Légende : Cy= Cytochrome c ; L= ligand du récepteur au TNF ; M= Mitochondrie ; C8/9/10/3=
Caspase 8/9/10/3

3.4.1.2/ La phase d’exécution

Quelle que soit la voie d’initiation, elle passe par le recrutement de la caspase-3. Celle-ci va
cliver le cytosquelette et ’ADN cellulaire via le systtme CAD (DNases activées par les
caspases). Elles permettent [’obtention de fragments d’ADN de mémes tailles et le
bourgeonnement de la cellule formant les corps apoptotiques qui seront phagocytés par des
macrophages (Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease) (Fig 14).
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Figure 14 : Bourgeonnement de la cellule et obtention des corps apoptotiques (Robbins & Cotran

Pathologic Basis of Disease)

3.4.2/ L’induction de [’apoptose par les récepteurs a dépendance -

mécanisme général

Les récepteurs a dépendance DCC et UNCS induisent I’apoptose par un mécanisme différent
des voies intrinséques et extrinséques (Forcet et al 2001).

42



3.4.2.1/ En absence du ligand, un récepteur monomeérique clivé

La plupart des récepteurs a dépendance forment des complexes multimériques en présence de
leur ligand, bloquant I’apoptose. A I’inverse, leur monomérisation semble I’induire (Mehlen et
Bredesen 2004). En effet, en absence du ligand, les récepteurs a dépendance reviennent a 1’ état
de monomeres et leur domaine intracellulaire subit un changement conformationnel pour
permettre le clivage protéolytique du récepteur par une caspase. Beaucoup de récepteurs a
dépendance partagent la méme fagon d’induire 1’apoptose : en recrutant et en étant substrat de
caspases (Mehlen et Bredesen 2004). Néanmoins, les récepteurs UNCS ne semblent pas recruter
de caspases pour induire 1’apoptose (Delcros et Mehlen 2013).

3.4.2.2/ Le clivage du récepteur pour exposer un domaine de mort

Tous les récepteurs a dépendance possedent des domaines particuliers nommés ADD. Ils sont
situés dans les domaines intracellulaires des récepteurs et sont nécessaires pour induire
I’apoptose de la cellule. Le clivage par les caspases conduit au démasquage du domaine ADD.
Apres clivage, soit le fragment libre du récepteur clivé porte le message pro-apoptotique (cas
de UNCS5) soit le clivage permet I’exposition d’un domaine pro-apoptotique sur le récepteur
(cas de DCC) (Mehlen et Bredesen 2004).

Le clivage par les caspases conduit donc a I’exposition de régions masquées, les ADD, qui vont
permettre I’amplification de caspases de facon directe ou indirecte, souvent via le recrutement
de plateformes protéiques complexes. L’amplification des caspases débute par une caspase
initiatrice. Celle-ci est souvent la caspase-9 mais ce n’est pas toujours le cas. Par exemple,
I’apoptose promue par les intégrines est initiée via la caspase-8 (Delcros et Mehlen 2013).
L’apoptose se déroule alors selon les modalités décrites en rappels.

3.4.3/ L’induction de [’apoptose par les récepteurs a déependance

3.4.3.1/ Le récepteur DCC

L’absence de nétrine-1 entraine le clivage du domaine intracellulaire de DCC sur 1’acide
aspartique 1290 par une caspase/protéase inconnue, pouvant étre la caspase-3, permettant le
démasquage du domaine ADD (acides aminés 1243 a 1264) (Mehlen et al 1998 ; Forcet et al
2001).

Il assure I’activation de la caspase-9, probablement via la protéine DCC Interacting Protein 13a
(DIP13a) qui interagit avec I’ADD du récepteur. Cela recrute la caspase-3 (Liu et al 2002 ;
Mehlen et Mazelin 2003) (Fig 15).

3.4.3.2/ Les récepteurs UNCS5S

Contrairement a DCC, le site de clivage des récepteurs UNCS est un site classique de clivage
par la caspase-3 selon un motif DXXD, ou D est I’acide aspartique et X peut étre n’importe
quel acide aminé (Arakawa 2004).

Leur domaine de mort, essentiel a I’induction de I’apoptose (Llambi et al 2001), est situé proche
de la partie carboxy-terminale et comprend les résidus 413 a 946 (Mehlen et Bredesen 2004).
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Le récepteur UNCS5B induit I’apoptose en absence de nétrine-1, apres clivage du récepteur par
la caspase-3 et libération du fragment apoptotique. Ce dernier recrute DAPK, un messager pro-
apoptotique (Guenebeaud et al 2010) (Fig 15).

En absence de nétrine-1, le récepteur UNCS5D est clivé par les caspases-2 et 3 et le fragment
libéré est transloqué dans le noyau et active des génes pro-apoptotiques (Zhu et al 2013).

UNCS5H1 induit I’apoptose via son domaine ZU-5 plutét que par le domaine DD via
I’interaction entre ZU-5 et NRAGE (Williams et al 2003). Ce dernier interagit avec les protéines
XIAP (X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein) et JNK (cJUN N-terminal Kinase)
pour induire 1’apoptose (Arakawa 2004).

La figure 15 résume les voies de signalisation des messages apoptotiques de DCC et des
récepteurs UNCS5 (Fig 15).
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Figure 15 : L’induction de I’apoptose par les récepteurs a dépendance par rapport aux voies

intrinseéque et extrinséque (Arakawa 2004)

3.4.3.3/ Les récepteurs néogénine et intégrines

Le récepteur néogénine recrute DAPK pour induire 1’apoptose (Delcros et Mehlen 2013) tandis
que les intégrines, quant a elles, recrutent les caspases-8 et 3 (Mehlen et Bredesen 2004).

3.4.4/ L’inhibition de [’apoptose par la nétrine-1

La plupart des récepteurs a dépendance forment des complexes multimériques en présence de
leur ligand, bloquant I’apoptose (Mehlen et Bredesen 2004 ; Mille et al 2009). Ainsi, le ligand
permettrait un changement de conformation modifiant la partie intracellulaire des récepteurs et
masquant les domaines de mort.
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Des mécanismes particuliers d’inhibition de I’apoptose par la nétrine-1 propres a chacun des
récepteurs a dépendance sont décrits. Ainsi, pour DCC, la présence de nétrine-1 dissocie
DIP13a qui interagit notamment avec AKT, ayant une activité anti-apoptotique en activant
NF«B aboutissant a la transcription de geénes anti-apoptotiques et en inhibant la caspase-9
(Arakawa 2004) (Fig 16). Par ailleurs, en présence de nétrine-1, DCC fixe la caspase-3 sur sa
partie C-terminale non clivée et I’inhibe (Forcet et al 2001). D’autres molécules activées par
I’association DCC-nétrine-1 inhibent I’apoptose (comme ERK1/2 par exemple, activé au cours
de la croissance de 1I’axone) (Arakawa 2004).

Pour UNCS5B, en présence de nétrine-1, CIP2A (Cancerous inhibitor of PP2A) empéche le
recrutement de DAPK via la protéine phophatase 2A (PP2A) (Guenebeaud et al 2010).

De plus, une étude révele que UNCS5B bloque I’apoptose induite par p53 en présence de nétrine-
1 (Tanikawa et al 2003) (Fig 16).

La figure 16 résume les voies de signalisation de la nétrine-1 inhibant I’apoptose (Fig 16).
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Figure 16 : L’inhibition de I’apoptose par la nétrine-1 (Arakawa 2004)

3.4.5/ La régulation de [’épithélium intestinal, un exemple de cette fonction

Les cryptes intestinales étant riches en nétrine-1, et les villi en étant pauvres, conduisent a la
formation d’un gradient de nétrine-1 dans I’intestin qui participe a la régulation de la survie des
cellules épithéliales. En effet, le récepteur DCC est bien exprimé dans 1’intestin et la limitation
du ligand au niveau de I’extrémité des villi assurerait I’apoptose de ces cellules qui sont tres
sujettes a un stress chimique et mécanique. Ainsi, la nétrine-1 en régulant la survie cellulaire
permet de garantir I’intégrité de I’épithélium intestinal (Mazelin et al 2004). D’ailleurs, la perte
du récepteur DCC empéche cette régulation et entraine la formation de masses spontanées dans
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I’intestin (Castets et al 2012). Un lien entre le couple nétrine-1/récepteur a dépendance et cancer
apparait.

4/ Implication de la nétrine-1 et de ses récepteurs dans la

tumorigénese

La transformation tumorale d’une cellule se caractérise par I’acquisition de plusieurs propriétés
résumées dans le tableau VI conférées par des altérations du génome, notamment dans des
genes particuliers : les proto-oncogenes et les génes suppresseurs de tumeur. L’une de ces
propriétés est I’échappement a 1I’apoptose des cellules tumorales (Tab VI).

Tableau VI : Propriétés des cellules transformées (d’aprés Robbins & Cotran Pathologic Basis of
Disease)
Autonomie concernant les signaux de croissance : les cellules tumorales proliférent sans
I’intervention de stimuli extérieurs

Indifférence vis a vis des signaux réprimant la croissance (comme le Transforming Growth Factor
béta ou TGF et les inhibiteurs des kinases cyclines dépendantes)

Non réparation de ’ADN

Echappement a I’apoptose

Stimulation de I’angiogenése

Capacité a envahir les tissus adjacents et a métastaser

Immortalité : les cellules tumorales ont une capacité proliférative infinie et ne sont pas soumises a
la sénéscence

Echappement a la réponse immunitaire

4.1/ Le concept des récepteurs a dépendance : trois voies possibles de
transformation tumorale

Dans le concept des récepteurs a dépendance, le récepteur est activé en présence du ligand,
favorisant alors la survie cellulaire, alors qu’en absence du ligand il induit ’apoptose de la
cellule. On comprend donc que ’acquisition du ligand par la cellule ou la perte d’expression
du récepteur sont deux événements favorisant la survie cellulaire. Enfin, de la méme fagon, la
perte d’un messager intracellulaire pro-apoptotique (ou a l’inverse I’activation d’agents
inhibant 1’apoptose) assurerait également la survie de la cellule. La figure 17 résume ces trois
voies (Fig 17).
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Figure 17 : Trois voies d’échappement a I’activité apoptotique des récepteurs a dépendance (d’apres
Delcros et Mehlen 2013)

Légende : Cercle bleu : nétrine-1 ; Cercle rouge : agent apoptotique intracellulaire ; Ellipse grise :
récepteur a dépendance

4.2/ La nétrine-1, un oncogene

L’acquisition de I’expression de nétrine-1 par la cellule présente un avantage considérable
puisqu’elle regoit en permanence des signaux de survie. Elle devient alors complétement
autonome. Ainsi, NTN1, le géne codant pour la nétrine-1, peut étre considéré comme un proto-
oncogene.

4.2.1/ La mise en évidence d’un gain d’expression de nétrine-1

Il a été remarqué qu’une sur-expression de nétrine-1 dans les cellules de 1’épithélium intestinal
de souris conduit a I’apparition de polypes colorectaux et d hyperplasies locales de la muqueuse
colique. La perte du récepteur DCC étant un événement tardif dans 1’apparition de cancers
colorectaux, le gain d’expression de nétrine-1 apparait comme un événement favorisant la
progression tumorale (Mazelin et al 2004).

De plus, I’expression de nétrine-1 étant un avantage sé¢lectif indéniable pour la cellule tumorale,
un certain nombre d’études mettent en évidence son gain d’expression au sein de plusieurs
cancers humains : environ 60% des cancers du sein métastatiques, 47% des cancers du poumon
(hors cancers a petites cellules), 38% des neuroblastomes, 76% des cancers ovariens, 72% des
lymphomes B et dans les cancers pancréatiques (Fitamant et al. 2008 ; Delloye-Bourgeois et al
2009a ; Delloye-Bourgeois et al 2009b ; Papanastasiou et al 2011 ; Link et al 2007 ; Dumartin
et al 2010 ; Broutier et al 2016).

Par ailleurs, la nétrine-1 est un marqueur d’agressivité tumorale pour les cancers du sein, les
neuroblastomes, les cancers de I’ovaire et les adénocarcinomes pancréatiques : les cellules
tumorales I’exprimant ont la faculté de métastaser alors que son niveau d’expression dans les
tumeurs non métastatiques est faible. Ainsi, le niveau d’expression de nétrine-1 a un impact sur
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la survie des patients. Une forte expression est associ¢e a une médiane de survie de quatre mois
dans les adénocarcinomes pancréatiques humains alors qu’une faible expression est associée a
une médiane de survie dix mois (Link et al 2007).

De méme, une forte expression est associée a une faible survie des enfants atteints de
neuroblastome de stade 4, soit 48% de survie, alors qu’une faible expression est associée a une
survie plus longue chez ceux atteints de neuroblastome de stade 4S, soit 90% de survie a cinq
ans. En parallele, il a été montré pour ce cancer une forte activité transcriptionnelle du
promoteur de la nétrine-1 alors que le promoteur est faiblement actif habituellement (Delloye-
Bourgeois et al 2009b).

4.2.2/ Expression de nétrine-1 et maladies inflammatoires

Un gain d’expression de nétrine-1 est a 1’origine des cancers colorectaux associés a des
maladies inflammatoires intestinales (Paradisi et al 2008). En effet, ces maladies, de type
maladie de Crohn, sont connues pour prédisposer aux cancers colorectaux. Le mécanisme
supposé est I’activation du Nuclear Factor kB (NFkB). Or, il a été montré que NFkB est un
facteur de transcription pour la nétrine-1 et donc augmente son expression a 1’origine de la
cancérisation (Paradisi et al 2008 ; Paradisi et al 2009).

4.2.3/ Nétrine-1 et p53 : une molécule a la croisée des voies classiquement
décrites dans la tumorisation cellulaire

La protéine p53 agit comme suppresseur de tumeur, induisant I’apoptose des cellules subissant
des stress cellulaires. Elle est un facteur de transcription de UNC5H2 et son activité apoptotique
est dépendante de I’expression de ce récepteur (Tanikawa et al 2003). D’ailleurs, la nétrine-1
inhibe I’activité apoptotique de p53 en se fixant sur le récepteur UNC5B (Arakawa 2004). Cela
permettrait aux cellules tumorales d’échapper au controle de p53. Plus tard, il a ét¢ montré que
les récepteurs UNCSA et D sont des cibles transcriptionnelles de p53 (Paradisi et al 2013).

De fagon paradoxale, p53 pourrait aussi contribuer a I’augmentation de I’expression de nétrine-
1 par sa fixation sur son promoteur. Le peroxyde d’hydrogene, connu pour entrainer un stress
oxydatif activant p53, suffit a stimuler I’expression de nétrine-1 (Paradisi et al 2013).

La figure 18 montre que p53 n’a pas simplement un role de suppresseur de tumeur mais
détermine I’avenir de la cellule en choisissant des signaux de survie ou de mort (Fig 18).

La nétrine-1 assure la survie des cellules tumorales mais elle pourrait aussi intervenir dans
d’autres étapes de la progression tumorale, conférant d’autres avantages aux cellules
transformées : angiogenése, régulation de la migration cellulaire et de la faculté a envahir les
tissus (cf chapitre 1/3.2 et chapitre I/3.3).
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| DNA damage

Figure 18 : La régulation de la transcription de la nétrine-1 et de UNCS5B par p53 (Arakawa 2004)

4.2.4/ AN-nétrine-1, un peptide impliqué dans la prolifération cellulaire

Récemment, une étude décrit la présence d’un peptide tronqué de nétrine-1, nommé AN-
nétrine-1. Cette version raccourcie de la nétrine-1 est présente uniquement dans des cellules
tumorales humaines et se localise dans leur nucléole. Elle serait responsable non pas de la survie
des cellules tumorales mais de I’augmentation de la prolifération cellulaire (Delloye-Bourgeois
etal 2012).

4.3/ Récepteurs a dépendance, des génes suppresseurs de tumeur ?

Selon la théorie des récepteurs a dépendance, les récepteurs a la nétrine-1 ne sont pas des génes
suppresseurs de tumeur classiques. On parlerait plutdt de suppresseurs de tumeur conditionnels
car ce n’est qu’en cas de limitation de leur ligand qu’ils induisent I’apoptose (Mehlen et al 1998
; Llambi et al 2001). Ces récepteurs induisent donc un état de dépendance des cellules a la
disponibilité en ligands.

Ils limiteraient I’invasion et le processus métastatique d’une tumeur puisque ces mécanismes
impliquent 1’¢loignement des cellules de leur source en ligand. En revanche, ils
n’empécheraient pas la formation de la tumeur (lieu a priori riche en nétrine-1) et leur perte
serait un événement tardif permettant la progression tumorale (Castets et al 2012).

On comprend donc qu’une perte de ces récepteurs a dépendance puisse étre un mécanisme
expliquant la tumorigénése car il constitue un avantage sélectif pour les cellules tumorales. En
effet, elles s’affranchissent de la présence de leurs ligands pour leur survie.

4.3.1/ DCC et cancers

Le récepteur DCC fut décrit comme suspect d’étre un géne suppresseur de tumeur car il présente
souvent des pertes d’hétérozygotie dans les cancers colorectaux (Fearon et al 1990). Or, c’est
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un procédé souvent rencontré dans les cellules tumorales pour se débarrasser des geénes
suppresseurs de tumeur. D’abord, il y a I’inactivation d’un alléle par mutation, puis, le second
allele sain est supprimé (par perte allélique) et souvent remplacé par une copie de I’alléle muté
non fonctionnel, aboutissant a une perte d’expression totale (Fazeli et al 1997).

La méthylation de son promoteur serait aussi une raison de sa perte de fonction (Sato et al
2001).

Des arguments allant a I’encontre du réle de DCC comme suppresseur de tumeur ont cependant
¢té mis en évidence (Fearon et al 1990, Takaku et al 1998, Fazeli et al 1997, Sato et al 2001).
Toutefois, au travers du modele des récepteurs a dépendance, le géne codant DCC est bien un
gene suppresseur de tumeur dans le cadre des adénocarcinomes colorectaux. DCC constitue la
derniére étape régulatrice avant la transformation en tumeur agressive et sa perte augmenterait
la survie des cellules et donc la tendance a de nouvelles altérations du génome (Castets et al
2012).

En accord avec cette hypotheése, dans un modéle de carcinome mammaire basé sur la
I’inactivation du gene p53, la perte d’expression de DCC entraine I’apparition de métastases
(Delcros et Mehlen 2013).

La perte d’hétérozygotie sur le chromosome 18q ou une perte d’expression de DCC est associée
a une aggravation du pronostic, a une faible réponse a la chimiothérapie adjuvante au
fluorouracil ou a un risque ¢élevé de métastases dans les cancers colorectaux de stade II ou III
(Mehlen et Mazelin 2003 ; Mehlen et Fearon 2004 ; Shibata et al 1996).

La perte d’hétérozygotie et/ou une diminution d’expression de DCC ont été mis en évidence
dans plusieurs autres cancers humains dont celui de I’estomac, de la prostate, de 1’utérus, de
I’ovaire, de 1’oesophage, du sein, du testicule, des gliomes, des neuroblastomes et des
hémopathies malignes (Mehlen et Mazelin 2003 ; Papanastasiou et al 2011 ; Meimei et al 2011).
De plus, cette perte d’expression est corrélée au stade clinique de la maladie (Meimei et al
2011).

4.3.2/ UNCS et cancers

L’expression des récepteurs UNCS est réduite dans 93% des cancers colorectaux, 88% des
cancers ovariens, 81% des tumeurs rénales, 74% des cancers pulmonaires, 68% des cancers
gastriques, 49% des cancers du sein, 48% des cancers utérins humains (Thiebault et al 2003).
De plus, UNCS5D est aussi perdu dans les cancers de la prostate, du sein et de la vessie (Zhu et
al 2013).

Les mécanismes impliqués pour les cancers colorectaux sont la perte d’hétérozygotie, des
modifications épigénétiques, des mutations faux sens et la perte de p53 (Thiebault et al 2003 ;
Bernet et al 2007 ; Zhu et al 2013). Certaines de ces mutations réduisent 1’activité pro-
apoptotique du récepteur (Coissieux et al 2011).

Dans les adénocarcinomes pancréatiques humains, la perte d’expression de UNCS5C est associée
a un pronostic sombre comparé¢ a une forte expression (Link et al 2007).
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4.3.3/ Néogénine et tumorigénese

Le récepteur néogénine joue un role de géne suppresseur de tumeur (Matsunaga et al 2004).
Son expression est inversement corrélée avec la malignité dans le cancer du sein (Lee et al
2005).

4.3.4/ Intégrines et tumorigénese

Nous avons vu que ces récepteurs stimulent notamment la survie cellulaire et interviennent dans
la tumorigénese (Baker et al 2006). D’ailleurs des facteurs de croissance régulent leur
expression (Stupack et al 2001).

Lorsque des substrats immobiles de la matrice extracellulaire ne sont pas disponibles, ces
récepteurs non liés déclenchent 1’apoptose cellulaire via les domaines B1 ou 3. Par ailleurs, la
sur-expression de I’intégrine a5B1 est associée a la réduction de la croissance tumorale. Des
antagonistes de ces récepteurs pourraient étre des agents anti-tumoraux (Stupack et al 2001).

4.4/ Dérégulation des partenaires intracellulaires

La théorie des récepteurs a dépendance permet d’envisager une troisieme voie de
transformation tumorale : la présence d’un défaut dans la voie de transduction du couple
nétrine-1/récepteur a dépendance. En effet, la perte d’un partenaire intracellulaire pro-
apoptotique ou I’activation d’inhibiteurs de 1’apoptose favoriseraient la survie de la cellule.

4.4.1/ Perte fonctionnelle de DAPK et de la caspase-8

La perte de DAPK par hyperméthylation de son promoteur a été décrite dans de nombreux
cancers dont les lymphomes et les carcinomes pulmonaires humains (Inbal 1997 ; Raval et al
2007). Elle est associée a 1’agressivité de la tumeur.

L’inhibition de la phosphatase PP2A a été largement décrite comme intervenant dans la
transformation tumorale. Or, elle participe notamment a I’activation de DAPK (Guenebeaud et
al 2010).

L’expression de la caspase-8 est diminuée dans les métastases de neuroblastome. Cela rend les
cellules réfractaires a 1’apoptose induite par les intégrines en absence de leur ligand (Stupack
et al 2006).

4.4.2/ Activation constitutive des Rho GTPases

Les Rho GTPases, notamment Racl et RhoA, participent a la progression du cycle cellulaire.
Une mutation a I’origine d'une forme constitutivement active de Racl participe a la stimulation
du passage de la phase G1 a S du cycle cellulaire par ’accumulation de la cycline D1 (Bar-Sagi
et Hall 2000).

De plus, les mutants possédant des formes constitutivement activées de Racl et de RhoA
participent a la transformation tumorale car ils peuvent activer NFkB connu pour induire
I’expression de génes anti-apoptotiques (Bar-Sagi et Hall 2000).
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D’autre part, I’attachement des cellules a la matrice extracellulaire est permis par les intégrines.
Or, la fixation d’¢éléments de la matrice a ces récepteurs déclenche une voie de signalisation
impliquant les Rho GTPases (Bar-Sagi et Hall 2000). La dérégulation de ces protéines pourrait
ainsi perturber les attaches au milieu et favoriser I’établissement de métastases.

5/ Espoirs thérapeutiques

Selon le modéle des récepteurs a dépendance, un gain d’expression de nétrine-1 est une des
voies impliquées dans I’apparition de certaines tumeurs. Cibler les interactions entre ce ligand
et son récepteur pourrait s’avérer intéressant dans la gestion thérapeutique des affections ayant
pour caractéristique une telle dérégulation.

5.1/ Dans le traitement des cancers

Lorsque des cellules tumorales présentent un gain d’expression de nétrine-1, un message pro-
apoptotique peut étre induit en perturbant I’interaction entre ce ligand et son récepteur. Ainsi,
in vitro, cibler la nétrine-1 par des médicaments permet d’engendrer la mort des cellules
tumorales, de réduire leur invasivité et d’empécher la formation de métastases (Fitamant et al
2008 ; Delloye-Bourgeois et al 2009a ; Delloye-Bourgeois et al 2009b ; Papanastasiou et al
2011 ; Link et al 2007 ; Dumartin et al 2010 ; Broutier et al 2016).

L’apoptose induite par le blocage de la nétrine-1 semble étre obtenue par les récepteurs UNCS
plutdt que par le récepteur DCC (Delcros et Mehlen 2013).

Plusieurs types d’agents ciblant la nétrine-1 ont été développés : des protéines recombinantes
solubles de petite taille correspondant le plus souvent au domaine du récepteur impliqué dans
I’interaction avec le ligand (DCC-5Fbn), une protéine comprenant un ou des domaines
protéiques du récepteur fusionnée a un fragment Fc d’immunoglobuline G humaine (DCC-EC-
Fc), des anticorps bloquants dirigés contre le ligand ou bien contre le récepteur (Delcros et
Mehlen 2013 ; Mille et al 2009 ; Fitamant et al 2008 ; Delloye-Bourgeois et al 2009a ; Delloye-
Bourgeois et al 2009b).

Le développement d’un anticorps ciblant la nétrine-1 humaine a été congu et prouve son utilité
dans un modele de lymphome B murin. Des injections intrapéritonéales répétées ont permis une
augmentation de la survie des animaux (Broutier et al 2016).

La nétrine-1 étant un stimulateur de I’angiogenese, cibler cette molécule est un grand espoir
dans le traitement des cancers, notamment dans la progression tumorale (Park et al 2004).

Cibler la nétrine-1 peut étre pertinent dans les cancers colorectaux induits par des pathologies
inflammatoires de I’intestin. A ce jour, les traitements de ces affections se concentrent sur la
prévention de I’inflammation mais I’injection d’agents pouvant interagir avec la nétrine-1
permettrait d’inhiber la progression tumorale. Une étude révele I’augmentation d’adénomes de
bas grade chez les souris recevant des agents anti-nétrine-1 comparé aux souris témoins
présentant une incidence ¢élevée d’adénocarcinomes (Paradisi et al 2009).

Les cancers sont gérés en partie aujourd’hui par les molécules de chimiothérapie. Cependant,
leur utilisation est limitée par leur toxicité et I’émergence de cellules tumorales résistantes. Les
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agents de chimiothérapie classiques sont connus pour activer p53. Or, Paradisi révéle que les
molécules cytotoxiques induisent une sur-expression de nétrine-1 favorisant la survie des
cellules tumorales. Expérimentalement, I’ajout d’agents spécifiques ciblant la nétrine-1
potentialise 1’effet apoptotique de la chimiothérapie conventionnelle. Il n’est pas exclu non plus
la possibilit¢é de combiner ces traitements pour réduire les doses et donc la toxicité des
molécules de chimiothérapie (Paradisi et al 2013).

Cette stratégie de ciblage de la nétrine-1 est prometteuse car, étant sécrétée dans le milieu
extracellulaire, la perméabilité membranaire n’est pas requise et la taille n’est pas un facteur
limitant (Delcros et Mehlen 2013). Ainsi, des études pré-cliniques ont validé 1’anticorps anti-
nétrine-1, avant le début d’essais cliniques de phase I (Broutier et al 2016).

5.2/ Dans le traitement des maladies neurologiques

5.2.1/ Maladies démyélinisantes

La compréhension encore parcellaire du role de la nétrine-1 dans le processus de my¢linisation
permettrait de développer de nouvelles thérapies restaurant la gaine de myéline dans les
maladies démyélinisantes (Manitt et al 2001).

5.2.2/ Lésions de la moelle épiniere

A Tlinverse du systeme nerveux périphérique ou les axones possédent un pouvoir de
régénération, une lésion du systéme nerveux central supprime toutes chances de rétablissement
en empéchant cette régénération axonale. L’expression de nétrine-1 par les neurones et les
oligodendrocytes adjacents favorise I’absence de régénération axonale aprés 1ésion de la moélle
épiniére (Manitt et al 2006).

De plus, il a été¢ montré que la nétrine-1 est impliquée dans la migration des cellules souches
neuronales adultes au sein du systéme nerveux central. En cas de Iésion, elle repousse les
cellules souches loin du site 1ésionnel. Ainsi, interagir avec la nétrine-1 pourrait faciliter la
cicatrisation et la récupération des fonctions de la moelle épini¢re. Une étude in vitro est en
faveur de cette hypothéese (Petit et al 2007).

5.2.3/ Maladies neuro-dégénératives

11 a été¢ montré que la substance noire et le striatum expriment aussi la nétrine-1. De méme, les
neurones dopaminergiques expriment le récepteur DCC (Livesey et Hunt 1997). Une autre
¢tude confirme I’expression de DCC et de nétrine-1 et révele que cette dernicre favorise la
croissance des axones dopaminergiques (Lin Rao et Isacson 2005). La nétrine-1 étant toujours
exprimée chez I’adulte, Lin et ses collégues suggerent qu’elle puisse avoir un role dans la
réparation de ces neurones.

Cela augure de nouveaux axes thérapeutiques pour les maladies des ganglions de la base comme
la maladie de Parkinson ou la maladie de Hugtington. L’idée que la nétrine-1 pourrait diriger
les axones en régénération dans ces maladies neuro-dégénératives semble prometteuse
(Bradford Cole et Cooper 2009).
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5.3/ Dans le traitement des maladies ischémiques

Certaines études décrivant la nétrine-1 comme un stimulateur de I’angiogenése, cibler cette
molécule est un grand espoir dans le traitement des maladies ischémiques (Park et al 2004).

Nguyen montre I’implication de DCC dans la stimulation de I’angiogenése par la nétrine-1 dans
des cellules endothéliales aortiques adultes. Contrairement a d’autres études utilisant des
cellules endothéliales de veine ombilicale ou de vaisseaux durant I’embryogenese, les cellules
endothéliales aortiques posseédent des caractéristiques similaires aux artéres coronaires. Cela
donne de grands espoirs dans le traitement de maladies coronariennes ischémiques (Nguyen et
Cai 2000).

Dans un modele d’ischémie par ligature de I’artere iliaque de souris, le gain d’expression de
nétrine-1 dans des cellules musculaires accélere la néovascularisation et la reperfusion in vitro.
Ce gain d’expression est aussi capable de supprimer les neuropathies et angiopathies dans un
modele de souris diabétique. Cela présage de nouveaux traitements pour les complications au
long cours du diabete (Wilson et al 2006).

5.4/ Dans le traitement des pathologies dégénératives

La reprogrammation cellulaire vers I’état pluripotent est porteuse d’un grand espoir pour
pouvoir traiter des pathologies tissulaires dégénératives. Il suffirait de prélever des cellules du
patient (du sang par exemple), de les dédifférencier in vitro, puis de les redifférencier dans la
lignée cellulaire voulue avant de les transplanter chez le patient. Malheureusement, cette
technique est limitée par sa faible efficacité. En effet, de nombreuses cellules déclenchent
I’apoptose in vitro. Une étude a montré que I’ajout de nétrine-1 au milieu in vitro permet de
multiplier le nombre de colonies d’un facteur 5 a 15 (Mehlen et Lavial 2016).

11/ Le mastocytome cutané et sous-cutané du chien

1/ Le mastocyte

1.1/ Généralités

Le mastocytome est une tumeur issue de la prolifération tumorale des mastocytes. Ce sont des
cellules de I’'immunité innée dont la fonction exacte demeure mal comprise puisque son absence
ne semble pas engendrer de pathologie. Elles sont toutefois impliquées dans la réponse
allergique de type 1 via la libération de nombreuses molécules contenues dans des granules
intracytoplasmiques : cytokines (comme TNFa, IL-1, IL-6), chémokines (comme CCLI,
CCL2), protéases (comme les tryptases, les chymases), héparine, signaux lipidiques (comme
les prostaglandines et leucotriénes) et amines biogénes (dont 1’histamine).

D’autres rdles ont pu étre démontrés notamment dans le développement de maladies auto-
immunes comme la sclérose en plaque ou le pemphigoide bulleux et dans le développement de
I’insuffisance cardiaque congestive. Un role dans la transition entre réponse immune innée et
réponse immune acquise a ét¢ montré, en servant de cellules présentatrices d’antigénes
stimulant les cellules lymphocytaires T (Kumar et Sharma 2010 ; Blackwood et al 2012).
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1.2/ Localisation

Les précurseurs des mastocytes sont localisés dans la moelle osseuse puis migrent via le
systéme sanguin vers les tissus périphériques cibles ou ils réaliseront leur maturation (Kumar
et Sharma 2010). Chez un individu sain, ces cellules se trouvent dans de nombreux tissus,
notamment ceux a I’interface entre le corps et le milieu extérieur : peau, muqueuses, poumons,
foie et tractus digestif. Occasionnellement, elles peuvent étre observées dans la moelle osseuse
et rarement dans le systéme circulatoire (Finora et al 2006 ; Blackwood et al 2012).

1.3/ Morphologie

Les mastocytes sont des cellules rondes caractérisées, nous I’avons vu, par la présence de
nombreuses granulations intracytoplasmiques, qui apparaissent métachromatiques au bleu de
toluidine.

A la cytologie, ces cellules possédent un cytoplasme abondant circulaire et rempli de ces
granules. Elles ont un grand noyau (20-60um de diametre) souvent central (Fig 19). Elles sont
souvent accompagnées d’éosinophiles car elles produisent I’interleukine-5 qui favorise leur
activation et leur différentiation. La figure 19 illustre la morphologie des cellules mastocytaires
(Fig 19). Morphologiquement, nous ne pouvons pas faire la différence entre des mastocytes
sains et des mastocytes néoplasiques bien différenciés. Le diagnostic de mastocytome est
toutefois aisé car la visualisation de cellules mastocytaires en grand nombre lors de
cytoponction d’une masse cutanée est diagnostique (cf chapitre 11/4.1.1).

=

Figure 19 : Photographie de mastocytomes bien différenciés lors d’un examen cytologique
(cytoponction de la masse cutanée) a la coloration May-Grunwald-Giemsa, x100 (Laboratoire de

Biologie Médicale - VetAgro Sup)

2/ Biologie du mastocytome

La notion de tumeur renvoie a un grand nombre de maladies ayant pour caractéristiques

communes une croissance et une prolifération cellulaire incontrolées. Il est globalement admis

que le cancer est une maladie génétique bien qu’elle ne soit pas toujours héréditaire.

Une ou plusieurs cellule(s) normale(s) vont subir des mutations de leur ADN, qui si elles ne

sont pas réparées, sont transmises aux cellules filles jusqu’a acquérir des possibilités de

croissance autonome. Ces mutations concernent des proto-oncogeénes, des génes suppresseurs

de tumeurs et des genes impliqués dans la réparation de I’ADN.

Deux proto-oncogenes ont été étudiés dans le cadre du mastocytome du chien : c-kit et p53.
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2.1/ Etude du récepteur c-kit

En 1987, le géne d’un récepteur tyrosine kinase membranaire nommé c-kit est identifié. Son
ligand fut découvert plus tard et nommé facteur de cellule souche, ou SCF (London et al 1996).
Il est constitué¢ d’un domaine extracellulaire composé de cing boucles de type immunoglobuline
et d’un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase. La figure 20 schématise un récepteur
c-kit (Fig 20).

Domaine extra-cellulaire
Exons 1-9

"1 Domaine transmembranaire

r _Exon 10 —

Domaine juxtamembranaire
_v_Exons I1et12

Domaine
cytoplasmique
a activité
kinase

Exons 13 a 21

Figure 20 : Schéma du récepteur c-kit (d'aprés Blackwood et al 2012 ; d’aprés Letard et al 2008)

Ce récepteur est retrouvé dans les cellules hématopoiétiques et les mastocytes (London et al
1996). 11 est impliqué dans de nombreux événements cellulaires dont I’inhibition de 1’apoptose,
la croissance, la différentiation et la prolifération cellulaire (Kiupel et al 2004).

Des mutations dans son domaine a activité tyrosine kinase ou dans son domaine juxta-
membranaire aboutissent a une activation constitutive du récepteur. Cela méne a une croissance
cellulaire incontrdlée et a la transformation tumorale (Zemke Yamini et Yuzbasiyan-Gurkan
2002). Ainsi, une mutation dans le géne de c-kit est retrouvée dans de nombreux cancers
humains : lymphomes, leucémie, tumeurs gastro-intestinales (Letard et al 2008). Le récepteur
c-kit est donc un proto-oncogene.

Est-il impliqué dans ’apparition des mastocytomes ? C’est précisément 1’objet de I’étude de
London qui révele en effet ’expression de c-kit dans ces tumeurs (London et al 1996). Des
¢tudes ont décrit jusqu’a 30 voire 50% de mutations dans le domaine juxta-membranaire du
récepteur c-kit, principalement dans I’exon 11. Cependant, ces études comprenaient une
majorité de mastocytomes agressifs. Des études plus récentes retrouvent un pourcentage autour
de 15% (Zemke Yamini et Yuzbasiyan-Gurkan 2002 ; Webster et al 2006 ; Letard et al 2008).
Ces mutations sont corrélées a I’agressivité du mastocytome et a une mortalité élevée (Zemke
Yamini et Yuzbasiyan-Gurkan 2002 ; Webster et al 2006).

Plus tard, une étude révélera I’existence d’autres mutations fréquentes dans les exons 8 et 9 au
sein du domaine extracellulaire du récepteur et d’une mutation plus rare concernant 1’exon 17
(Letard et al 2008).

L’expression de c-kit a aussi été étudiée et trois types de localisation d’expression de cette
protéine ont été décrits par immunohistochimie (Kiupel et al 2004) (Fig 21) :

- marquage péri-membranaire pour plus de 90% des cellules tumorales
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- marquage péri-nucléaire focal ou intracytoplasmique en pointillé pour plus de 10% des
cellules tumorales

- marquage diffus intracytoplasmique pour plus de 10% des cellules tumorales

o, g ~andil 2 \
- e & %
‘k-~ 'O e |
“G' = g o‘#‘
“‘ '@) qg ' ",Q

@'~ L3 @‘ "r"ﬁ‘.@

Figure 21 : Marquage de c-kit par immunohistochimie de mastocytomes cutanés (Kiupel 2004)

Légende : 1 : marquage péri-membranaire ; 2 : marquage cytoplasmique focal ou en pointillé ; 3 :
marquage cytoplasmique diffus

Une expression cytoplasmique est associée a une faible survie des animaux atteints de
mastocytomes cutanés (Kiupel et al 2004).

Ainsi, la dérégulation de I’expression de c-kit, par la présence d’un récepteur muté ou d’une
expression cytoplasmique, est associée a la progression tumorale (Webster et al 2007).
Drailleurs, des études recensent son implication dans l’angiogenese et la formation de
métastases (Blackwood 2012).

2.2/ Etude du géne suppresseur de tumeur p53

Des études ont tenté de caractériser le role de p53 dans la physiopathologie des mastocytomes.
Un marquage par immunohistochimie a bien révélé la présence de p53 dans environ 44% des
tumeurs mastocytaires quelque soit leur grade. Cependant, aucune différence statistique
d’expression de p53 n’a pu étre montrée entre les grades histologiques. Le role de p53
n’apparait pas étre décisif dans le comportement biologique de ces tumeurs (Gin et al 2000).
A Tinverse, Jaffe et al montrent une expression significativement supérieure dans les
mastocytomes de grade III mais aucune différence n’est notée entre les mastocytomes de grade
I et II. Sa détection par immunohistochimie ne semble pas étre utile car ne donne pas plus
d’informations pronostiques que le grading de Patnaik (Jaffe et al 2000).

Toutefois, aucun travail n’a étudié la corrélation entre I’expression de p53 et le grading de
Kiupel.
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3/ Etude épidémio-clinique des mastocytomes cutanés

3.1/ Epidémiologie des mastocytomes cutanés chez le chien

Les mastocytomes représentent 16 a 21% des tumeurs cutanées ce qui en font les tumeurs
cutanées les plus fréquentes. L’incidence estimée est de 129 cas pour 100 000 chiens (Welle et
al 2008). L’age médian est de neuf ans mais il est possible d’en observer sur des chiens de
moins d’un an. Aucune prédisposition sexuelle n’est établie. En revanche, les races Boxers,
Retrievers, Carlin, Boston terrier, Pitbull terrier, Shar-Pei, Labrador, Bouvier Australien et
Staffordshire Bull Terrier sont prédisposées au développement de ces tumeurs (Patnaik Ehler
et McEwen 1984 ; Baker-Gabb Hunt et France 2003 ; Murphy et al 2004 ; Blackwood et al
2012). Les Boxers et les Carlins présentent généralement des mastocytomes de bas grade. A
I’inverse, les jeunes Shar-Pei présentent souvent des mastocytomes cutanés agressifs
(Blackwood et al 2012).

Dans une ¢étude, il apparait que le Boxer a un risque augmenté de développer un mastocytome
multicentrique par rapport aux autres races (Kiupel et al 2005). Dans une autre ¢tude, ce sont
les Golden Retriever qui semblent y étre prédisposés (Murphy et al 2006).

Une étude rapporte que les animaux de plus de 18 kg sont plus a risque de développer un
mastocytome cutané (White et al 2011).

3.2/ Présentation clinique des mastocytomes cutanés chez le chien

3.2.1/ Geéneralites

Les mastocytomes sont souvent dermiques ou sous-cutanés. Ils peuvent néanmoins affecter de
nombreux tissus comme par exemple la conjonctive, les glandes salivaires, la cavité orale ou le
tractus digestif. La leucémie mastocytaire existe mais est treés rare (Welle et al 2008).

Ces tumeurs sont communément isolées touchant le tronc le plus souvent (50-60%), les
extrémités (25-40%), la téte et le cou (10%) puis rarement la zone génitale. Elles peuvent parfois
étre multiples. Le mastocytome rentre donc dans le diagnostic différentiel du nodule cutané. De
méme, le caracteére inflammatoire de la peau, présent parfois avec ces tumeurs, peut évoquer
une dermatite de léchage (Welle et al 2008).

Une forme systémique est caractérisée par la présence de métastases loco-régionales et dans les
organes abdominaux, souvent le foie et la rate (Blackwood et al 2012).

Certains signes cliniques sont corrélés a I’agressivité de la tumeur. Ainsi, une croissance rapide,
des signes d’inflammation locale, une mauvaise délimitation de la tumeur, son caractére ulcéré,
la présence de nodules satellites ou de syndromes paranéoplasiques apparaissent comme des
marqueurs d’agressivité¢ tumorale (Fig 22). Toutefois, les présentations dépourvues des signes
cités ci-dessus ne sont pas synonymes de bon pronostic (Blackwood et al 2012).
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Figure 22 : Photographies de mastocytomes cutanés dont une présentation classique nodulaire (a

gauche), une éruption multicentrique (au centre) et une présentation ulcérée avec mise en évidence

d’une métastase (a droite) (Service de Dermatologie - VetAgro Sup)

3.2.2/ Syndromes paranéoplasiques

La libération d’amines vaso-actives contenues dans les granules des mastocytomes peut
engendrer une inflammation locale voire, trés rarement, une réaction anaphylactique.
L’inflammation est a 1’origine d’une variation de la taille de la masse cutanée par I’cedéme
qu’elle crée. Ce signe est communément appelé le signe de Darier (Blackwood et al 2012).

D’autres signes sont également possibles comme un retard de cicatrisation et des désordres de
la coagulation. Les plus fréquents sont les troubles gastro-intestinaux. En effet, la sécrétion
d’histamine active les récepteurs H2 gastriques a I’origine d’une hypersécrétion d’acide
chlorhydrique et d’une hypermotilit¢ gastrique. Cela peut entrainer 1’apparition d’ulceéres
digestifs dans environ 35 a 83% des cas, qui secondairement entrainent des vomissements, des
hémorragies gastro-intestinales, de 1’anorexie et des douleurs abdominales. Une anémie par
spoliation sanguine et une carence martiale peuvent s’instaurer. Le risque de péritonite septique
n’est pas exclu face a une perforation des ulceres digestifs (Blackwood et al 2012).

Les mastocytomes cutanés ne présentent pas de signes cliniques trés spécifiques par rapport a
d’autres tumeurs cutanées notamment. Il faut donc réaliser des examens complémentaires dont
en premiere intention une aspiration a ’aiguille fine pour analyse cytologique (Blackwood et
al 2012).

4/ Diagnostic et démarche clinique

4.1/ Diagnostic morphologique

4.1.1/ Examen cytologique

L’aspiration a ’aiguille fine de la masse demeure 1’examen de choix en premicre intention car
elle est peu onéreuse, simple techniquement et peut se réaliser sur un animal vigile dans les
limites de sa tolérance. Elle posseéde une grande puissance diagnostique car elle permet un
diagnostic dans 96% des cas (Baker-Gabb Hunt et France 2003). Cela s’explique par la
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morphologie bien reconnaissable des mastocytes grace aux granules intracytoplasmiques
métachromatiques au bleu de toluidine. Les colorations au Giemsa et pinacyanol sont aussi
utilisées pour identifier plus facilement ces granules (Fig 23, Fig 24).

Cependant, des mastocytomes peu différenciés peuvent ne pas présenter de granules et rendre
I’interprétation plus délicate. Toutefois, un cytologiste expérimenté pourra reconnaitre des
mastocytes pléomorphes suggérant un mastocytome de haut grade (Blackwood et al 2012).

Figure 23 : Photographies d’un examen cytologique d’une cytoponction de mastocytome cutané bien

différencié¢ a la coloration May-Grunwald-Giemsa, x40 (Laboratoire de Biologie Médicale - VetAgro

e
) ‘; 3 A“ ~ ‘
Figure 24 : Photographie d’un examen cytologique d’une cytoponction ganglionnaire diagnostique

d’une métastase de mastocytome cutané, riche en polynucléaires €osinophiles a la coloration May-

Grunwald-Giemsa, x100 (Laboratoire de Biologie Médicale - VetAgro Sup)

L’examen cytologique révele la présence de populations de cellules rondes riches en granules
intracytoplasmiques éosinophiles. Elles sont accompagnées de polynucléaires ¢osinophiles.

La création d’un grading cytologique basé sur les critéres du grading histologique de Kiupel a
¢été tentée mais présente une faible valeur prédictive positive. Les mastocytomes de haut grade
diagnostiqués par examen cytologique ne correspondent que peu aux mastocytomes de haut
grade diagnostiqués par examen histologique. Ainsi, environ un tiers des mastocytomes
diagnostiqués comme haut grade a I’examen cytologique n’ont pas été confirmés apres controle
histologique. L’examen histologique reste donc incontournable (Sledge Webster et Kiupel
2016).
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4.1.2/ Examen histologique

L’examen histologique se réalise sur des pie¢ces d’exérese apres retrait chirurgical de la tumeur
ou sur biopsies.

Le diagnostic de mastocytome est souvent simple car 1’observation d’une masse non
encapsulée, infiltrant le derme et/ou le tissu sous-cutané par des populations de cellules
tumorales morphologiquement proches des mastocytes est caractéristique (Fig 25 et Fig 26). La
morphologie des mastocytes tumoraux dépend du degré de différentiation de la tumeur mais ils
sont classiquement composés d’ une membrane plasmique bien distincte, d’un noyau central et
de granules intracytoplasmiques de couleur gris-bleu a I’hémalun éosine ou violet au bleu de
toluidine (Fig 27). Le stroma peut étre cedémateux. Les mastocytes tumoraux sont aussi
accompagnés par des populations de polynucléaires éosinophiles et une vascularite
¢osinophilique peut étre présente. Parfois, la dégranulation des €osinophiles peut former des
images de collagéne en flamme (Welle et al 2008).

Figure 25 : Photographies d’un mastocytome cutané bien différencié, de bas grade selon Kiupel
(Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Figure 26 : Photographies d’un mastocytome cutané peu différencié, de haut grade selon Kiupel

(Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)
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pathologique VetAgro Sup)

Note : les granules apparaissent bien violets

L’avantage de I’examen histologique sur I’examen cytologique dans le diagnostic du
mastocytome réside dans 1’établissement du grading a caractére pronostique. Celui-ci permet
d’évaluer le degré d’agressivité de la tumeur, donc de prévoir en conséquence la démarche
thérapeutique. Un autre élément essentiel dans la détermination du pronostic est la réalisation
d’un bilan d’extension.

4.2/ Bilan d’extension et stades cliniques des mastocytomes cutanés

4.2.1/ Staging de [’"OMS et bilan d’extension recommandé

Une fois le diagnostic de mastocytome réalisé, il faut définir le stade clinique de la maladie.
Une méthode est proposée par I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et définit quatre
stades (Murphy et al 2006) :

- Stade 1 : nodule cutané bien délimité sans métastase décelée
- Stade 2 : nodule cutané avec métastase loco-régionale

- Stade 3 : mastocytome multicentrique avec ou sans métastase, ou une tumeur unique tres
infiltrante

- Stade 4 : nodule avec invasion métastatique a distance

Pour autant, le systéeme de I’OMS n’est en pratique pas utilisé car le stade n’est pas corrélé au
pronostic. En effet, il n’y a pas de différence de pronostic entre un stade 1 et 3. De plus, le stade
2 comporte un pronostic plus sombre que le stade 3 (Murphy et al 2006).

Lorsqu’ils sont traités par chimiothérapie, un stade 1 et un stade 3 possedent un pronostic
identique (Thamm Mauldin et Vail 1999).

D’autre part, il n’a pas été constaté de pronostic plus sombre pour une tumeur infiltrante
touchant le derme profond ou le tissu sous-cutané (Kiupel et al 2005). Un stade 3 serait donc
¢établi pour son caractére infiltratif mais sans réelle signification pronostique.

La plupart des chiens développent des mastocytomes a faible pouvoir métastatique, ne
nécessitant pas des examens exhaustifs. En effet, entre 76 a 90% des mastocytomes cutanés
sont de bas grade selon les études (Kiupel et al 2011 ; Stefanello et al 2015). Des cytoponctions
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des nceuds lymphatiques drainant le site de la tumeur correspondent au bilan d’extension
minimal a réaliser. Une échographie abdominale était auparavant conseillée (Blackwood et al
2012) mais il est maintenant recommandé de ne la réaliser qu’apres découverte d’une métastase
loco-régionale (Sledge Webster et Kiupel 2016).

En revanche, la présence de facteurs cliniques associés a I’agressivité de la tumeur (cf chapitre
1I/3.2.1), d’un processus métastatique loco-régional ou d’une race a risque justifiera la
réalisation d’un bilan d’extension complet. Il faut alors effectuer une ponction de moelle
osseuse, réaliser des clichés radiographiques du thorax et des cytoponctions systématiques du
foie et de la rate, indépendament de leur échostructure (Blackwood et al 2012).

4.2.2/ Adénogramme : un examen incontournable mais d’interprétation
délicate

La difficulté revient au cytologiste qui devra distinguer la présence de mastocytes normaux des
mastocytomes vrais. En effet, jusqu’a 24% des chiens en bonne santé peuvent présenter des
mastocytes normaux au sein de leurs nceuds lymphatiques. De plus, les mastocytes peuvent étre
activés en cas d’inflammation et devront étre distingués d’un processus néoplasique. En 2009,
des criteres en faveur d’une infiltration tumorale ganglionnaire ont été décrits pour la premicre
fois. Ainsi, la visualisation de plus de cinq agrégats de mastocytes (deux a trois mastocytes
forment un agrégat), d’une population dominante de mastocytes, de mastocytes présentant des
atypies ou d’une perte de la structure normale du noeud lymphatique correspondent
certainement a une métastase (Blackwood et al 2012 ; Krick et al 2009). Les auteurs ont réussi
a mettre en évidence une plus faible survie pour un stade 2 avec ces critéres (Krick et al 2009).
Cependant, une étude a récemment retrouvé une incohérence entre la lecture cytologique et
histologique des nceuds lymphatiques dans 20% des cas, avec un plus grand pourcentage de
nceuds lymphatiques infiltrés diagnostiqués par examen histologique (Sledge Webster et Kiupel
2016).

L’utilisation préférentielle de la coloration Wright-Giemsa par rapport a la coloration Hémalun-
Eosine pourrait augmenter la détection des mastocytes pour les examens cytologiques
(Langenbach et al 2001).

La recherche cytologique d’une infiltration métastatique ganglionnaire d’une tumeur solide a
présenté cependant une sensibilité de 100% et une spécificité de 96% (Langenbach et al 2001).
Toutefois, cette étude ne comportait que sept mastocytomes sur 41 tumeurs solides.

La détection de I’envahissement des nceuds lymphatiques demeure primordiale méme si elle
peut étre difficile a réaliser car le pronostic de survie évolue significativement en présence de
métastase. Ainsi, les chiens présentant un mastocytome cutané local survivent plus de six ans
alors que ceux ayant un mastocytome déja métastasé survivent moins de un an (Krick et al
2009). De plus, les chiens atteints de mastocytome de grade III selon Patnaik ont un risque plus
¢levé de développer des métastases ganglionnaires (Krick et al 2009).

La recherche d’envahissement métastatique ganglionnaire doit étre réalisée sur tout
noeud lymphatique drainant la zone ou siege la tumeur. En effet, une étude a décrit que
seuls 26% des nceuds lymphatiques semblaient hypertrophiés alors que tous les chiens de cette
¢tude avaient des métastases ganglionnaires (Chaffin et Thrall 2002). De plus, 42% des chiens
avaient des métastases dans des nceuds lymphatiques différents de ceux situés le plus proche de
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la tumeur, compliquant encore les chances de visualisation de ces métastases. Ces localisations
atypiques sont expliquées par la création de nouveaux réseaux lymphatiques secondairement
au développement tumoral (Worley 2014).

4.2.3/ L’ evaluation de métastases a distance

Le diagnostic d’un mastocytome de stade 4 se fait habituellement par échographie abdominale.
Une étude recense les anomalies échographiques abdominales liées au mastocytome. Une
augmentation de la taille du foie ou de la rate, une augmentation de leur échogénicité et des
nodules hypoéchogenes peuvent étre notés. Cependant, ces anomalies ne sont pas spécifiques
et aucun profil Iésionnel ne peut étre établi. Parfois, aucune anomalie n’est notée. L’auteur
conclut que I’échographie abdominale peut étre pertinente mais doit toujours étre associée a des
examens cytologiques (Sato et Solano 2004).

En effet, Book révele que la sensibilité de I’examen échographique est de 43% pour la rate et
de 0% pour le foie. Cet examen est donc insuffisant pour déterminer si des cytoponctions
d’organes sont nécessaires (Book et al 2011).

S’intéressant a I’intérét des cytoponctions, une étude compare le nombre de mastocytes obtenus
par aspiration a ’aiguille fine des organes abdominaux de chiens sains (pour rappel, les
mastocytes sont présents normalement dans le tractus digestif) et de chiens atteints de
mastocytomes mais ayant une échostructure normale de la rate et du foie. Aucune différence
n’est constatée suggérant que 1’aspiration a I’aiguille fine d’organes d’échostructure normale
n’a qu’un intérét relatif pour différencier les chiens atteints de métastases abdominales des
chiens sains (Finora et al 20006).

A l’inverse, d’autres études révelent I’importance pronostique de I’infiltration mastocytaire des
organes abdominaux : 34 jours contre 733 jours de survie pour les chiens n’ayant pas
d’infiltration (Stefanello et al 2009), 100 jours contre 280 jours en moyenne pour des chiens ne
présentant pas de métastases abdominales (Book et al 2011). Néanmoins, dans I’étude de
Stefanello et al, tous les animaux présentant une infiltration mastocytaire d’organes
abdominaux ont présent¢ des anomalies a 1’échographie abdominale. Pourtant, ils
n’abandonnent pas la cytoponction d’organes abdominaux d’échostructure normale pour
détecter précocément des invasions métastatiques. Ainsi, I’examen cytologique du foie et de
la rate est recommandé sans prendre en considération leur échostruture pour les
mastocytomes de haut grade ou cliniquement agressifs (Book et al 2011).

La présence de métastases dans la moelle osseuse est associée a un pronostic sombre : 93% des
chiens sont décédés des complications du mastocytome avec une médiane de survie de 43 jours.
11 est d’ailleurs fréquent d’avoir une infiltration de plusieurs organes simultanée. Ainsi, 93%
des chiens ayant une métastase médullaire de mastocytome présentaient aussi une invasion
mastocytaire hépatique ou splénique. Deux chiens ont aussi présent¢ des métastases
pulmonaires, témoignant de I’intérét de la radiographie du thorax pour des mastocytomes
agressifs (Merconato et al 2008).

L’incidence des métastases médullaires est de 2,8% lors du diagnostic de mastocytome, donc
la ponction de moelle osseuse n’est pas indiquée lors du bilan d’extension classique. Endicott
et al recommandent sa réalisation lors d’anomalie de I’hémogramme, ou lors de récidive
tumorale. En effet, les chiens dont la moelle osseuse est envahie présentent souvent une
leucocytose, une neutrophilie, une ¢osinophilie, une anémie et une thrombocytopénie
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notamment (Endicott et al 2007). Toutefois, il semblerait qu'une invasion métastatique
médullaire ne soit pas forcément synonyme d’une anomalie hématologique (Merconato et al
2008).

Des précautions doivent étre prises toutefois avant de conclure a un envahissement tumoral de
la moelle osseuse car des mastocytes peuvent étre présents chez des individus sains. Le critére
de positivité retenu est différent selon les études : dix mastocytes pour 1000 cellules nucléées
(Endicott et al 2007), une population mastocytaire supérieure a 10% des cellules nucléées ou
supérieure a 5% des cellules nucléées si cette population présente des atypies (Merconato et al
2008).

Malgré I’efficacité diagnostique de I’examen cytologique, I’examen histologique demeure
indispensable pour fournir un grade précis et donc des critéres pronostiques. Etablir un
pronostic est primordial dans la mesure ou les mastocytomes peuvent étre peu ou trés agressifs
et engendrer une mort brutale par dégranulation mastocytaire. Nous verrons qu’il existe aussi
d’autres marqueurs affinant le pronostic.

5/ Evaluation de facteurs pronostiques

5.1/ Les grades histologiques

En plus de son intérét diagnostique, 1’examen histologique permet de proposer un pronostic.
Deux méthodes de grading peuvent étre utilisées : le grading de Patnaik et le grading de Kiupel.

5.1.1/ Le grading de Patnaik

5.1.1.1/ Présentation et intéréts pronostiques

Il est le plus largement utilisé et classe les mastocytomes cutanés en grade I, II et III. Pour
chacun de ces grades, une survie a 1500 jours a été établie. La méthode de grading est définie
dans 1’¢tude de Patnaik et al (Tab VII).

Tableau VII : Grading des mastocytomes cutanés selon Patnaik (Patnaik Ehler et McEwen 1984)

| II III
Degré d’envahissement Derme Derme profond et tissu =~ Derme profond et tissu
tumoral sous-cutané sous-cutané
Cellularité Faible Modérée Elevée

Quelques cellules

. pléomorphes rondes ou  Cellules pléomorphes

Morphologie cellulaire

monomorphes .
ovoides
Caractéristiques du Cytoplasme a contours Cytoplasme plus Cytoplasme non
cytoplasme nets difficilement distinguable distinguable
. . Granulations larges et o
Granules Granulations de taille ! arg Difficilement
: c s hyperchromatiques et o
intracytoplasmiques modérée . visualisables
' parfois fines
(Edéme, nécrose
] iy P Absent Quelques zones Commun
hémorragie, ulcération
: Absence d’images de 0 a 2 par champ au 3 a 6 par champ au
Mitoses . . .
mitose grossissement 400 grossissement 400
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Dans cette étude, 36% des cas étaient des mastocytomes de grade I, 43% des mastocytomes de
grade II et 21% des mastocytomes de grade III (Patnaik Ehler et McEwen 1984). La survie a
1500 jours post-opératoire était respectivement de 93%, 44% et 6% pour des mastocytomes de
grade I, II et III. Le nombre de chiens décédés en raison de leur tumeur était de 7% pour un
mastocytome de grade I, 56% pour un mastocytome de grade II et 94% pour un mastocytome
de grade III.

Murphy et ses collegues ont étudié la survie a un an en utilisant ce grading et tous les chiens
atteints de mastocytome de grade I ont survécu, 92% ont survécu pour une tumeur de grade II
et 46% seulement ont survécu pour une tumeur de grade III. La médiane de survie était de 278
jours pour un mastocytome de grade III contre 1300 jours pour un mastocytome de grade I ou
II. Le taux de récidive était de 19% pour une tumeur de grade II1, 6% pour une tumeur de grade
IT et de 1% pour une tumeur de grade I (Murphy et al 2004).

Ainsi, un mastocytome de grade I est souvent de bon pronostic car croit lentement et métastase
dans uniquement 10% des cas (Murphy et al 2004). Selon Stefanello et al, 5,8% des chiens avec
un mastocytome de grade I et 16,5% de ceux ayant un mastocytome de grade II ont présenté
des métastases au diagnostic (Stefanello et al 2015). A I’inverse, un mastocytome de grade III
est agressif car croit rapidement, présente un risque de récidive ¢élevé et métastase dans 80%
des cas (Murphy et al 2004).

Enfin, le pronostic d’un mastocytome de grade II est variable. La médiane de survie selon les
¢tudes est de 1300 jours (Murphy et al 2004) ou de 791 jours (Weisse Shofer et Sorenmo 2002).
L’exérése chirurgicale apparait curative dans la majorité des cas (Weisse Shofer et Sorenmo
2002) et ce méme si les marges sont jugées insatisfaisantes car le taux de récidive n’est pas
modifié (Michels et al 2002). Cependant, 5 a 22% des mastocytomes de grade II ont métastasé
et le taux de récidive tumoral variait de 5 a 11% (Seguin et al 2001 ; Weisse Shofer et Sorenmo
2002 2002 ; Murphy et al 2004).

Pour résumer, de nombreuses études confirment la valeur pronostique de ce grading pour la
survie globale (Thamm Mauldin et Vail 1999 ; Gin et al 2000 ; Scase et al 2006) et montrent

une corrélation avec le taux de récidive (Murphy et al 2004).

5.1.1.2/ Limites du grading de Patnaik

Le grading de Patnaik présente cependant certaines limites.

La premicre est le manque d’informations pronostiques pour le mastocytome de grade II alors
qu’il est le grade le plus représenté : autour de 60 a 70% selon les études (Murphy et al 2004 ;
Stefanello et al 2015 ; Sebattini et al 2015). D’autre part, 44% des chiens atteints de
mastocytomes de grade II survivent aprés cinq ans. Or, cette information n’est que
moyennement intéressante pour un clinicien puisque presque 50% des chiens survivent ou
meurent apres cing ans (Kiupel et al 2011). De plus, un grand nombre de mastocytomes sous-
cutanés ont été classés en mastocytome de grade I, faussant les analyses pronostiques. En effet,
ce grading ne peut pas s’appliquer a ces tumeurs sous-cutanées qui se révelent étre de meilleur
pronostic (Thompson et al 2011). Le marquage Ki67 par immunohistochimie a permis
d’améliorer I’évaluation du pronostic des mastocytomes de grade II (cf chapitre 11/5.2.1.2).

Une autre limite de ce grading est le manque d’informations pronostiques autres que la survie
totale. Par exemple, aucune information n’est donnée sur la durée de la période de rémission
(Sledge Webster et Kiupel 2016).
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En outre, les criteres de ce grading sont d’interprétation subjective pour les pathologistes. Ainsi,
une étude réalisée avec 28 pathologistes issus de 16 structures différentes révele que le
diagnostic d’un mastocytome de grade III concorde dans 74% des cas et dans moins de 64%
pour des mastocytomes de grade I ou II (Kiupel et al 2011).

De plus, I’évaluation de I’index mitotique, un des criteéres de ce grading, n’est pas clairement
définie. La quantité de cellules en mitoses peut varier sur une coupe de tumeur et il n’est pas
précisé s’il faut effectuer une moyenne ou sélectionner les champs les plus riches en cellules
entrées en division. Ainsi par exemple, une méme tumeur peut présenter entre 0 et 20 mitoses
pour dix champs au grossissement 400 et en méme temps présenter entre 0 et 2 mitoses en
moyenne par champ au grossissement 400 (Sledge Webster et Kiupel 2016). Elle correspondrait
alors a un grade II ou III selon I’interprétation finalement choisie.

Enfin, la profondeur de I’invasion tumorale est un critére important du grading de Patnaik. Or,
une ¢tude révele que le degré d’envahissement tumoral n’a pas de signification pronostique et
ne doit donc pas faire partie des critéres d’un grading (Kiupel et al 2005).

Un autre systéme de grading a été¢ développé pour espérer augmenter la concordance des
résultats : le grading de Kiupel.

5.1.2/ Le grading de Kiupel

En 2011, un nouveau systéme de grading est créé. Il définit les mastocytomes cutanés en deux
catégories : ceux de haut grade et ceux de bas grade. Quatre critéres sont évalués pour définir
un mastocytome de haut grade :

- Au moins sept images de mitose pour dix champs au grossissement 400

- Au moins trois cellules multinucléées (cellules ayant trois noyaux ou plus) pour dix champs
au grossissement 400

- Au moins trois noyaux de morphologie atypique pour dix champs au grossissement 400

- Variation de la taille du noyau d’un facteur deux pour 10% des cellules tumorales

Les champs avec le plus grand nombre d’images de mitose ou d’anisocaryose doivent étre
sélectionnés.

La présence d’un seul de ces critéres suffit pour définir un mastocytome de haut grade tandis
que le mastocytome de bas grade est définit comme une tumeur n’ayant aucun des critéres
mentionnés plus haut. Selon Kiupel et al, environ 90% des mastocytomes cutanés sont de bas
grade (Kiupel et al 2011) mais une étude plus récente rapporte plutdt une proportion de 76,4%
de mastocytomes de bas grade pour 23,6% de mastocytomes de haut grade (Stefanello et al
2015). Kiupel et al ont sans doute surestimé la proportion de mastocytomes de bas grade étant
donné que de nombreux pathologistes classaient faussement la forme sous-cutanée en
mastocytome cutané de grade II selon Patnaik. Or, avec le grading de Kiupel, la majorité des
mastocytomes de grade II ont été reclassés en mastocytome de bas grade, gonflant
artificiellement leur nombre.

Avec ce grading, la concordance entre pathologistes atteint 96,8% et est donc nettement
meilleure qu’avec le grading de Patnaik (Kiupel et al 2011) et une autre étude confirme sa
meilleure concordance (Vascellari et al 2013).
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Le grading de Kiupel est-il supérieur au grading de Patnaik ? Des études décrivent que tous les
mastocytomes de grade I ont été reclassés en mastocytome de bas grade avec le grading de
Kiupel et tous les mastocytomes de grade Il en tumeurs de haut grade. Selon les études, environ
85% des mastocytomes de grade II ont été reclassés en mastocytomes de bas grade et 15% en
mastocytomes de haut grade (Stefanello et al 2015 ; Sebattini et al 2015 ; Vascellari et al 2013).
La prévalence des métastases pour les mastocytomes de grade II reclassés en tumeur de bas
grade et ceux reclassés en tumeur de haut grade ne semble pas différente dans une étude : 16,9%
pour les premiers et 14,6% pour les seconds (Stefanello et al 2015). Cependant, 94% des chiens
atteints d’un mastocytome de grade II reclassé en mastocytome de bas grade ont survécu a un
an post-opératoire comparés aux 43% de ceux atteints d’un mastocytome de grade II reclassé
en mastocytome de haut grade (Sebattini et al 2015). Le grading de Kiupel est donc une
meilleure méthode de prédiction de la survie. Ce grading apparait fortement pronostique de la
mortalité liée au cancer.

Les mastocytomes de haut grade sont associés a une survie moindre et au développement plus
fréquent de métastases (Stefanello et al 2015). La médiane de survie est inférieure a quatre mois
pour un chien présentant un mastocytome de haut grade et supérieure a deux ans pour un chien
ayant un mastocytome de bas grade (Kiupel et al 2011). Toujours selon Kiupel et al, 90% des
chiens ayant un mastocytome de haut grade sont décédés des suites du cancer contre moins de
5% des chiens atteints de mastocytomes de bas grade et 70% ont développé des métastases
contre moins de 20% pour les chiens atteints de mastocytomes de bas grade (Kiupel et al 2011).
Selon Stefanello et al, 31% des chiens avec un mastocytome de haut grade et seulement 15%
des chiens avec un mastocytome de bas grade ont développé des métastases au moment du
diagnostic. Pour 86% des chiens atteints d’'un mastocytome de bas grade ayant métastas¢, ces
métastases étaient présentes dans les nceuds lymphatiques (Stefanello et al 2015). Cette
observation confirme 1’importance du bilan d’extension.

Les tumeurs de bas grade récidivent localement dans 4% des cas et les tumeurs de haut grade
dans 36% des cas (Donelly et al 2015).

Pour conclure, méme si plus ancien et inférieur au grading de Kiupel, le grading de Patnaik
demeure le plus utilis¢ mais le choix de la méthode de grading pourrait évoluer d’ici quelques
années.

Pour pallier au probléme de la variabilité pronostique des mastocytomes de grade II, d’autres
critéres ont été développés. De plus, ces critéres permettent aussi de repérer les mastocytomes
de bas grade plus agressifs (Sledge Webster et Kiupel 2016).

5.2/ Les marqueurs de prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire correspond a la fois au nombre de cellules impliquées dans le cycle
cellulaire (soit la fraction de cellules en croissance) et a la vitesse selon laquelle les cellules
progressent a travers leur cycle (le taux de prolifération). Aucun marqueur n’évalue a la fois
ces deux composantes.

L’index mitotique est I’indicateur le plus largement utilis¢é pour estimer la prolifération

cellulaire mais il ne refléte en réalité que la fraction de cellules en croissance. Il indique
uniquement les cellules se trouvant en phase M de leur cycle.
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De méme, le marqueur Ki67 identifie les cellules s’engageant dans n’importe quelle phase de
leur cycle cellulaire tandis que 1’antigéne nucléaire des cellules prolifératives (PCNA) estime
surtout les cellules en phase S (le moment ou son expression est maximale, bien que son long
temps de demi-vie explique que I’on puisse retrouver son expression dans les autres phases du
cycle mais en moindre quantit¢). Donc les deux marqueurs Ki67 et PCNA estiment aussi la
fraction de cellules en croissance (Fig 28).
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Figure 28 : Expression des marqueurs de prolifération cellulaire au cours du cycle cellulaire (Sledge

Webster et Kiupel 2016)

5.2.1/ Les marqueurs de la fraction de cellules en croissance

5.2.1.1/ L’index mitotique

Il correspond au nombre de mitoses observées pour un ou plusieurs champs donnés lors d’un
examen histologique. Des études révelent I’importance pronostique de ce marqueur dans
I’évaluation d’un mastocytome. Cet index est corrélé au grade histologique, au risque
métastatique et a la survie globale.

Ainsi, sans prendre en compte le grade d’un mastocytome, une tumeur présentant un index
inférieur ou égal a cinq mitoses pour dix champs au grossissement 400 est associée a une
médiane de survie de 70 mois tandis qu’un mastocytome présentant un index supérieur est
associ¢ a une médiane de survie de deux mois. Pour un mastocytome de grade I, lorsque I’index
est inférieur a cing, la survie est de 70 mois mais lorsqu’il est supérieur a cing, la survie n’est
plus que de cinq mois (Romansik et al 2007). La détermination de I’index mitotique apparait
donc importante dans I’évaluation pronostique d’un mastocytome de grade II.

Elston et al ont également identifi¢ une corrélation entre I’index mitotique (évalué comme le
nombre moyen d’images de mitose pour dix champs au grossissement 400) et le grade
histologique : 0,6 pour un mastocytome de grade I, 2,2 pour un mastocytome de grade Il et 7,4
pour un mastocytome de grade III. Ainsi, les tumeurs ayant un index compris entre un et sept
sont associées a une médiane de survie de 18 mois tandis que celles ayant un index supérieur a
sept sont associées a médiane de survie de trois mois (Elston et al 2009).

Le grading de Kiupel intégre pour cette raison 1’index mitotique comme critére définissant un
mastocytome de haut grade. Il montre que quand il est supérieur a sept, il est associé a une
augmentation de la mortalité et du risque métastatique (Kiupel et al 2011).
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Vascellari et al ont confirmé les résultats en montrant que I’index mitotique est corrélé aux deux
méthodes de grading et a la survie (Vascellari et al 2013).

Cependant, des mastocytomes agressifs peuvent avoir un index mitotique faible. Ainsi, 30%
des tumeurs de haut grade selon Kiupel ont un index mitotique faible (Kiupel et al 2011). Pour

cette raison, le grading de Kiupel comporte plusieurs critéres.

5.2.1.2/ La protéine Ki67

Ki67 est une protéine de grande taille (395kDa) n’ayant pas de fonction cellulaire connue mais
dont la localisation et I’expression sont régulées durant le cycle cellulaire. Elle semble
nécessaire a la progression du cycle puisqu’inhiber sa fonction stoppe la prolifération cellulaire.
Son expression par les cellules tumorales peut étre évaluée par immunohistochimie (Fig 29) et
permet d’ajuster le pronostic de certaines tumeurs chez le chien (Scase 2006).

Figure 29 : Photographie d’un marquage Ki67 par immunohistochimie (Service d’Anatomo-pathologie
- VetAgro Sup)

L’index Ki67 est corrélé au grading de Patnaik et a la survie. L’intérét de cet index réside dans
I’amélioration de I’appréciation du comportement biologique des mastocytomes de grade II.

La premiere étude s’intéressant a ce marquage dans les mastocytomes cutanés est celle
d’Abadie et al. Ils montrent que lorsque le nombre de cellules marquées au Ki67 pour 1000
cellules est supérieur a 93, la mortalité devient significativement plus forte : elle passe de 12%
a 63% (Abadie, Amardeilh et Delverdier 1999).

Dans une autre étude, un chien avec un mastocytome de grade II ayant un score Ki67 inférieur
a 1,8% (pourcentage de cellules marquées sur cinq champs au grossissement 400) présente une
survie de 92% a un an, 86% a deux ans et 77% a trois ans. A I’inverse, un chien ayant un
mastocytome de grade II avec un score supérieur a 1,8% présente une survie a un an de 43%,
21% a deux ou trois ans (Scase et al 2000).

Une autre étude confirme ces résultats, suggérant que ce marquage posséde donc une bonne
répétabilité¢ (Maglennon et al 2008).

Un index supérieur a 10,6% (nombre moyen de cellules positives pour 100 cellules évalué sur
cinq champs au grossissement 400) est associ¢ a un risque de mortalité huit fois supérieur que
lorsque I’index est plus faible. L’auteur montre aussi que 1’index Ki67 est significativement bas

70



pour les mastocytomes de bas grade et ¢levé pour les mastocytomes de haut grade selon Kiupel
(Vascellari et al 2013).

En comptabilisant les cellules marquées via une grille d’un centimétre carré sur cinq champs
au grossissement 400, une étude révele qu’un score Ki67 par centimétre carré supérieur a 23

cellules marquées est associé au déces de 1’animal des suites du cancer (Webster et al 2007).

Ainsi, 1’évaluation immunohistochimique de 1’expression de Ki67 apparait trés intéressante
dans I’évaluation du pronostic des mastocytomes, notamment des grades II selon Patnaik.

5.2.1.3/ L’antigéne nucléaire des cellules prolifératives - PCNA

PCNA est une protéine requise dans la réplication et la réparation de I’ADN (Scase et al 2006
; Webster et al 2007). Le marquage immunohistochimique révele un marquage granulaire des
noyaux des cellules tumorales. Un score est établi en comptant le nombre de noyaux marqués
pour cinq champs au grossissement 400 (Simoes 1994).

Le score PCNA est plus ¢levé dans les tumeurs mastocytaires métastatiques et récidivantes. Il
est aussi un bon moyen de prédiction d’une récidive a six mois. Dans cette étude, un score
PCNA inférieur a 261 est associ¢ a une survie plus longue (Simoes Schoning et Butine 1994).
Cependant, d’autres études ne mettent pas en évidence de corrélation entre la survie et le score
PCNA (Scase et al 2006 ; Webster et al 2007).

Ces marqueurs servent donc a estimer la fraction de cellules en croissance. Nous avons vu que
la prolifération cellulaire dépendait aussi du taux de prolifération des cellules. Un autre
marqueur a été développé pour estimer ce dernier point : le marqueur AgNOR.

5.2.2/ Le marqueur de prolifération : les protéines AgNOR

Les protéines AgNOR, ou argyrophilic nucleolar organizing region-associated proteins, sont
des structures nucléolaires impliquées dans la transcription d’ARN ribosomal (Webster et al
2007).

Elles sont révélées par un marquage immunohistochimique a 1’argent. Il apparait alors des
points noirs, appelés AgNOR dots, dans le nucléole des cellules tumorales marquées (Fig 30).
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Figure 30 : Illustration d’un marquage AgNOR par noyau faible (& gauche) et élevé (a droite) dans
deux mastocytomes cutanés (Sledge Webster et Kiupel 2016)
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Tous les marquages AgNOR dots sont comptabilisés dans chaque noyau de cellule tumorale
pour 200 cellules puis le score AgNOR, correspondant au nombre moyen de AgNOR dots par
noyau, est calculé (Scase et al 2006).

C’est un facteur de prolifération cellulaire car il reflete le temps de doublement cellulaire dans
les cultures de cellules tumorales (Simoes Schoning et Butine 1994). Ainsi, le score AgNOR
permet d’évaluer la deuxieéme composante de la prolifération cellulaire : le taux de prolifération.
Le score AgNOR est corrélé a la survie (Simoes Schoning et Butine 1994, Scase et al 2006).
Plus le comptage est €levé et plus le pronostic est sombre (Simoes Schoning et Butine 1994).

Dans une étude portant sur 50 chiens, aucun des 15 chiens ayant un score AgNOR inférieur a
1,7 AgNOR/cellules n’est décédé des suites du cancer (Sledge Webster et Kiupel 2016).

Un score supérieur a 2,25 est associé a un processus métastatique et un score inférieur, a une
survie plus longue (Simoes Schoning et Butine 1994).

Scase confirme la corrélation entre le score AgNOR et la survie. Toutefois, son étude révele
que pour les tumeurs de grade I, ce score n’est pas un facteur pronostique de survie et ne permet
donc pas de fournir davantage de détails pronostiques que le grading de Patnaik, réduisant
considérablement I’intérét de ce marqueur. De plus, le score Ki67 est un meilleur facteur
prédisant le déces lié a ce cancer que le score AgNOR (Scase et al 20006).

5.2.3/ L’intérét du double marqueur Ki67-AgNOR ou Ag67

Ainsi, pour estimer la prolifération cellulaire, de nouveaux marqueurs peuvent étre créés en
multipliant le score d’un marqueur de la fraction de cellules en croissance avec celui d’un
marqueur du taux de croissance. Ainsi, Ki67 et AgNOR ou PCNA et AgNOR ont été décrits
(Webster et al 2007).

Le marqueur Ki67-AgNOR, aussi dénommé Ag67, est le meilleur marqueur pour évaluer le
pronostic, notamment la période de rémission. Lorsque Ag67 est supérieur a 54, il existe un
risque supérieur de métastase et de mort liée a ce cancer. Le marqueur PCNA-AgNOR, aussi
appelé AgPCNA, est seulement associé a la mortalité liée au cancer (Webster et al 2007).

Un score Ag67 inférieur a 54 est associé dans les mastocytomes de grade II & une récidive faible
malgré des marges chirurgicales infiltrées (Smith et al 2015).

Ce double marqueur est recommand¢ lors du retrait d’un mastocytome de bas grade ou de grade
IT en marges étroites ou incomplétes afin d’anticiper son comportement biologique (Sledge
Webster et Kiupel 2016).

5.2.4/ Les limites de ces marqueurs

Plusieurs biais apparaissent dans les études s’intéressant a 1’ utilisation de ces divers marqueurs.
Ainsi, leurs méthodes de mesure varient entre les études : différences de méthode de comptage,
de nombres de champs étudiés, de la taille du champ du microscope malgré le méme
grossissement dii a des variations dans le matériel utilisé. Il est aujourd’hui recommandé
d’utiliser un micrométre sur les microscopes optiques pour obtenir des mesures de champs
standardisées (Sledge Webster et Kiupel 2016).
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5.3/ Le proto-oncogéne c-Kkit

Comme énoncé précédemment (chapitre 1I/2.1), les récepteurs tyrosines kinases sont des
récepteurs de surface fixant des facteurs de croissance et impliqués dans de nombreux
événements cellulaires favorisant la survie, la prolifération et la différentiation cellulaire. Il a
été montré que I’expression dérégulée d’un récepteur tyrosine kinase nommé c-kit, par la
présence de mutations ou d’une expression anormale cytoplasmique, était associée a des
mastocytomes cutanés agressifs.

La mutation du domaine juxta-membranaire, surtout de I’exon 11, est associée & un mauvais
pronostic : aucune mutation n’est retrouvée dans les mastocytomes de grade I, mais elle est
retrouvée dans moins de 10% des mastocytomes de grade II et dans plus de 60% des
mastocytomes de grade III (Zemke Yamini et Yuzbasiyan-Gurkan 2002 ; Webster et al 2006).
De plus, ces mutations sont associées a un processus métastatique plus fréquent et a un taux de
récidive et de mortalité liée au cancer ¢levé (Webster et al 20006).

L’expression cytoplasmique de la protéine c-kit est corrélée au pronostic : une augmentation de
son expression est associée a un taux de récidive élevé et a une faible survie des animaux. Ainsi,
¢évaluer son expression par immunhistochimie permettrait de repérer les mastocytomes au
comportement agressif (Kiupel et al 2004). Il a aussi été montré que les mutations sur c-kit sont
associées a une expression anormale du récepteur (Webster et al 20006).

Enfin, Webster révele que la dérégulation de c-kit est associée a des mastocytomes trés
prolifératifs avec des scores Ki67 et AgNOR ¢levés. Elle apparait donc associée a la progression
tumorale (Webster et al 2007).

5.4/ Importance du signalement de I’animal

5.4.1/ Sexe et dge

Dans son étude rétrospective, Kiupel constate que les vieux chiens (plus de sept ans) et les
chiens males ont une durée de vie plus courte. Les vieux chiens sont aussi plus a risque de
développer de nouveaux mastocytomes a d’autres localisations. Toutefois, il précise que de
nouvelles études doivent confirmer ces résultats (Kiupel et al 2005).

De méme, une autre étude retrouve une survie plus courte pour les chiens agés de plus de 8 ans
(Sfiligoi et al 2005). D’autres auteurs retrouvent que les chiens agés de moins de 7,5 ans ont
une période de rémission clinique supérieure a ceux plus agés lorsqu’ils sont traités par
radiothérapie (Ladue et al 1998).

5.4.2/ Race

Le Shar-pei est prédisposé au développement d’une forme agressive de mastocytome
(Blackwood et al 2012) et au développement de métastases loco-régionales (Stefanello et al
2015).
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5.5/ Importance de la présentation clinique

La littérature fait débat concernant 1’association entre la localisation et le pronostic d’un
mastocytome. Des études rapportent que les mastocytomes se développant en région cutanéo-
muqueuse (Thamm Turek et Vail 2006), en région inguinale (Blackwood 2012), en région
digitée (Stefanello et al 2015) et en région tronculaire (Kiupel et al 2005) sont associés a un
mauvais pronostic.

D’autres études ne retrouvent pas d’incidence de la localisation au niveau du tronc (Stefanello
et al 2015), de la région inguinale (Sfiligoi et al 2005), voire de la tumeur en général sur le
pronostic (Thamm Mauldin et Vail 1999 ; Kiupel et al 2005). De plus, Kiupel ne constate pas
de pronostic plus sombre pour une tumeur plus infiltrante touchant le derme profond ou le tissu
sous-cutané (Kiupel et al 2005).

L’hypothese retenue serait qu’une exérese chirurgicale large dans ces zones serait plus difficile
a obtenir et expliquerait ce moins bon pronostic (Blackwood et al 2012).

Les signes cliniques d’agressivité décrits au chapitre 1I/3.2.1 sont associés a un mauvais
pronostic (Blackwood et al 2012). En effet, ['ulcération de la tumeur est associée a un processus
métastatique loco-régional. La présence de signes cliniques comme des signes digestifs, un
cedéme de la masse sont de mauvais pronostic (Mullins et al 2006).

Bien que la taille de la tumeur ne fasse pas partie des criteéres d’agressivité décrits, une tumeur
de plus de trois centimétres serait associée a un risque ¢€levé de métastases lymphatiques
(Stefanello et al 2015). Gin montre qu’une tumeur de plus de cinq centimétres est associée a
une médiane de survie de cinq mois soit un pronostic plus sombre (Gin et al 2000).

Hahn révéle que les tumeurs de grade I1I supérieures a trois centimétres avant chirurgie sont de
plus mauvais pronostic que celles inférieures a trois centimétres (Hahn King et Carreras 2004).
D’autres auteurs retrouvent un impact du volume de la tumeur sur le temps de rémission
clinique lors d’un traitement par radiothérapie (Ladue et al 1998).

La littérature n’est pas consensuelle sur le pronostic du mastocytome multicentrique. Une étude
décrit un pronostic plus sombre (Kiupel et al 2005) mais d’autres études plus récentes énoncent
le contraire (Thamm Mauldin et Vail 1999 ; Murphy et al 2006 ; Mullins et al 2006). Aucune
association entre le grading de Kiupel (fortement pronostique) et cette forme de mastocytome
n’a été retrouvée (Kiupel et al 2011).

5.6/ Importance d’une récidive locale ou d’un processus métastatique

La présence d’une récidive tumorale est aussi de mauvais pronostic pour la survie globale
(Thamm Mauldin et Vail 1999 ; Sfiligoi et al 2005 ; Smith et al 2015).

De plus, les animaux présentant une récidive locale sont a risques pour développer des
métastases lymphatiques et abdominales (Smith et al 2015).

La mise en évidence de métastases ganglionnaires assombrit fortement le pronostic. La médiane
de survie d’un chien ayant un mastocytome de stade 2 est de 431 jours (Murphy et al 2006).
Une autre étude décrit une survie de plus de six ans pour un chien atteint de mastocytome de
stade 1 contre moins de un an pour celui ayant un mastocytome de stade 2 (Krick et al 2009).
Enfin, la mise en évidence d’une métastase lors du diagnostic initial confére un risque de
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mortalité 3,2 fois plus important que pour les chiens atteints de tumeurs localisées (Sfiligoi et
al 2005).

Deux études révelent I'importance pronostique de [Dinfiltration mastocytaire splénique,
hépatique ou des deux organes : 34 jours contre 733 jours de survie pour ceux n’ayant pas
d’infiltration abdominale (Stefanello et al 2009) et 100 jours contre 280 jours en moyenne pour
une absence de métastases abdominales (Book et al 2011).

La présence de métastases au sein de la moelle osseuse est associée a un pronostic sombre
(Merconato et al 2008).

Toutefois, la notion de métastase peut parfois €tre délicate. L ’apparition de nouvelles masses
cutanées constitue-t-elle un processus métastatique ou la survenue de nouvelles tumeurs ?
Aucun consensus n’est établi. C’est précisément 1’objet du probléme de la classification du
mastocytome multicentrique. Si le fait de présenter de nombreuses masses cutanées n’est pas
de plus mauvais pronostic qu’une masse simple, selon Seguin, cela semble peu probable que de
nouvelles masses cutanées soit des métastases (Seguin et al 2001).

5.7/ Bilan des facteurs pronostiques
Le tableau VIII résume les facteurs pronostiques cités précédemment (Tab VIII).

Tableau VIII : Liste des facteurs pronostiques péjoratifs dans le cadre de mastocytomes cutanés

Prédisposition génétique Shar-Pei (Blackwood et al 2012 ; Stefanello et al 2015)

Croissance rapide
Signes d’inflammation locale
Tumeur mal délimitée
Symptomatologie agressive Tumeur ulcérée
Nodules satellites
Signes paranéoplasiques (Blackwood et al 2012)
Tumeur > 3 ¢cm ou 5 ¢cm (Stefanello et al 2015 ; Gin et al 2000)
Récidive tumorale Présence d’une récidive (Smith et al 2015)

Métastase lymphatique : 431 jours (Murphy et al 2006) ou moins de 1 an (Krick et
al 2009)
Processus métastatique Meétastase abdominale : 34 jours (Stefanello et al 2009) ou 100 jours (Book et al 2011)

Métastase moélle osseuse : 43 jours (Merconato et al 2008)

Survie a 1500 jours selon Patnaik : Grade I : 93% ; Grade II : 44% ; Grade
I : 6% (Patnaik Ehler et McEwen 1984)

Grading histologique . . .
Survie selon Kiupel : Bas grade > 2 ans ; Haut grade < 4 mois (Kiupel ctal
2011)
Index mitotique Index > 5 ou 7 (Romansik et al 2007 ; Kiupel et al 2011 ; Elston et al 2009)
. Ki67 < 1,8% : 92% de survie a 1 an
Score Ki67 . N N N
Ki67 > 1,8% : 43% de survie a 1 an (Scase et al 2006)
> > /ebs i 2016 ; Simoes i i 9.
Index AgNOR Index 1,7 ou 2,25 (Sledge Webster et Kiupel 2016 ; Simoes Schoning et Butine 1994)
: Dérégulation de c-kit : mutations ou pattern d’expression cytoplasmique
c-kit e
(Webster et al 2007)
Score Ag67 Score supérieur a 54 (Webster et al 2007)
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6/ Traitements

6.1/ Traitement chirurgical

6.1.1/ Recommandations opératoires

Des injections d’anti-histaminiques pré-opératoires sont recommandées pour éviter les signes
cliniques liés a la manipulation de la tumeur et la libération du contenu des granules
mastocytaires.

La prise en charge chirurgicale est le traitement de choix des mastocytomes bien localisés et
non métastatiques. Le principe de I’exérése chirurgicale est de retirer toutes les cellules
tumorales pour espérer obtenir un traitement curatif. Ainsi, par sécurité, la tumeur sera retirée
avec des marges latérales et profondes larges. En fonction de la localisation anatomique de la
tumeur, il peut y avoir en dessous un muscle ou un fascia musculaire. La marge profonde a
retirer concernera alors le fascia sous-jacent ou la couche superficielle du muscle sous-jacent.
Historiquement, I’exérése des mastocytomes se fait avec des marges de trois centimetres dont
au moins un plan profond. Plus récemment, pour des mastocytomes de grade I ou I, des marges
latérales de deux centimétres et une marge profonde comprenant un fascia/muscle sont
considérées comme suffisantes (Simpson et al 2004). Cependant, cette recommandation n’a pas
été évaluée pour les tumeurs de plus de quatre centimeétres de diameétre.

Dans une étude rétrospective, des mastocytomes de grade I ou II sont retirés avec des marges
latérales d’un centimétre et de quatre millimétres en marge profonde, sans augmenter
I’incidence des récidives tumorales, facilitant la reconstruction chirurgicale (Schultheiss et al
2011).

Il est donc recommandé, apres un diagnostic cytologique, de retirer les tumeurs de moins de
quatre centimétres avec des marges latérales d’un centimetre et une marge profonde d’au
moins quatre millimétres incluant un tissu profond : fascia ou couche superficielle
musculaire. Attention, si a 1’examen cytologique, la tumeur présente des caracteres
d’agressivité (pléomorphisme cellulaire), il est recommandé de retirer la tumeur avec des
marges latérales de trois centimetres puisqu’une tumeur de haut grade est suspectée.

Le probléme se pose pour les tumeurs ayant des localisations rendant le retrait chirurgical
délicat. La prise en charge chirurgicale de mastocytomes sur la face ou les membres distaux est
compliquée car la marge profonde est difficilement réalisable. Des tendons, nerfs, vaisseaux
peuvent se trouver en regard de la tumeur et ne sont pas réséquables. De méme, les marges
latérales peuvent étre difficilement réalisables par manque de peau notamment sur les membres
distaux. Des chirurgies reconstructrices cutanées peuvent s’envisager : lambeaux et greffes de
peau par exemple. Cependant, une étude révele qu’une marge latérale de 0,5 cm pour des
mastocytomes localisés aux membres distaux permet une absence de récidive dans les deux ans
post-opératoire dans 93% des cas. Blackwood et al émettent des réserves sur ces résultats sans
doute biaisés par des thérapies adjuvantes et ne recommandent pas le retrait avec 0,5 cm de
marges latérales (Blackwood et al 2012).
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Bien que I’on recommande une chirurgie agressive pour qu’elle soit curative, si le chirurgien
constate en per-opératoire que la tumeur n’est pas réséquable enticrement, il est recommandé
d’effectuer simplement une cytoréduction chirurgicale puis d’envisager une radiothérapie en
post-opératoire pour ¢éliminer les cellules tumorales résiduelles. En effet, les chirurgies
agressives sont souvent accompagnées de chirurgies reconstructrices cutanées et la
radiothérapie post-opératoire accentue les risques de déhiscence de la plaie chirurgicale.

Si finalement le chirurgien opte pour un retrait large mais qu’il doute des marges effectuées,
des biopsies du site d’exérese peuvent étre réalisées pour analyse histologique (Blackwood et
al 2012).

En cas de mastocytome multicentrique, toutes les masses doivent étre retirées chirurgicalement.
Nous avons vu qu’il n’est pas associé a un pronostic plus sombre que pour les tumeurs isolées
(Thamm Mauldin et Vail 1999 ; Murphy et al 2006 ; Mullins et al 2006) bien qu’une seule étude
énonce le contraire (Kiupel et al 2005).

En plus de I’établissement du grade histologique, I’examen histopathologique de la ou des
masse(s) réséquée(s) permet également d’évaluer la qualité des marges chirurgicales réalisées.

6.1.2/ Analyse des marges de la piece d’exérese

L’analyse histologique des marges de la piece d’exérese par le pathologiste peut aboutir a trois
types d’observations : retrait de la tumeur en marges saines, retrait en marges saines mais
étroites, retrait insuffisant avec marges infiltrées. La marge saine est définie comme 1’absence
de cellule tumorale un millimétre autour des marges alors que la marge étroite est définie par
la présence de cellules tumorales dans ce millimeétre. La marge infiltrée ou incompléte,
correspond a la présence de la tumeur sur une partie de la marge chirurgicale (Blackwood et al
2012) (Fig 31).
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Figure 31 : Schéma résumant les différentes conclusions de ’analyse des marges d’exérése (d’apres
Blackwood et al 2012)

Légende : Cercle gris = tumeur ; Cercle blanc = marges chirurgicales

Cependant, il n’y a pas de consensus qui définit clairement une marge chirurgicale
compleéte (Smith et al 2015). Par exemple, une étude propose plutot cing millimetres de marges
latérales et un plan profond comprenant un fascia comme marge compléte (Smith et al 2015).
Une étude récente ne parvient pas a établir de marge de sécurité minimum : les mastocytomes
de bas grade sont associés a un risque de récidive faible alors que les mastocytomes de haut
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grade sont associés a un risque de récidive élevé peu importe la profondeur des marges (Donelly
etal 2015).

L’évaluation de la qualité des marges autour de la tumeur semble intéressante a priori mais
d’une part peut se révéler délicate (mastocyte sain péri-tumoral attiré par I’inflammation ou
mastocyte tumoral bien différencié ?) et d’autre part, sa corrélation au pronostic est sujette a
débat.

Ainsi, Michels ne retrouve aucune différence dans le taux de récidive des tumeurs retirées en
marges saines ou en marges incompletes. De plus, il ne retrouve pas de corrélation du taux de
récidive avec le grading de Patnaik (Michels et al 2002). A I’inverse, selon Scarpa et al,
I’évaluation histologique des marges permet de prédire une récidive avec une précision de 62%
pour des mastocytomes de grade I et de 89% pour des mastocytomes de grade II et III (Scarpa
etal 2012).

Un autre auteur rapporte que le facteur le plus important impliqué dans la récidive est le grade
histologique (Baker-Gabb Hunt et France 2003). Murphy confirme et constate la récidive dans
19% des mastocytomes de grade 111, 6% des mastocytomes de grade II et 1% des mastocytomes
de grade I (Murphy et al 2004). L’ auteur préconise simplement une surveillance de la plaie pour
des mastocytomes de grade I ou II.

Smith confirme ce résultat pour des mastocytomes de grade II faiblement prolifératifs : 7%
développent une récidive locale, peu importe la qualité des marges (Smith et al 2015). Le
dernier consensus établi recommande I’utilisation de marqueurs de prolifération cellulaire pour
les mastocytomes de grade II ou de bas grade, car pour rappel, une certaine partie (environ
15%) peut présenter un comportement plus agressif que la moyenne (Sledge Webster et Kiupel
2016).

Les mastocytomes de haut grade récidivent plus fréquemment que ceux de bas grade et ont un
risque de récidive élevé peu importe la profondeur des marges entreprises. Ainsi, 36% des
mastocytomes de haut grade récidivent malgré un retrait chirurgical en marges saines (Donelly
et al 2015).

Pour résumer la démarche a suivre dans le traitement des mastocytomes cutanés, les
mastocytomes de bas grade réséqués en marges saines ne nécessitent pas davantage de
traitement hormis la surveillance d’une récidive (Donelly et al 2015). La récidive devra étre
prise en charge chirurgicalement ou par radiothérapie. Comme énoncé précédemment, ce peut
étre aussi le moment de réaliser un nouveau bilan d’extension comprenant une ponction de
moelle osseuse car il a ét¢ montré un risque d’invasion métastatique lors de progression
tumorale ou de récidive (Endicott et al 2007).

Les mastocytomes de bas grade (ou de grade II selon Patnaik) réséqués en marges
incompletes doivent faire ’objet d’une analyse de leur prolifération cellulaire qui
conditionne la mise en place d’un traitement local : reprise chirurgicale ou radiothérapie
(Smith et al 2015 ; Sledge Webster et Kiupel 2016).

Un mastocytome de haut grade retiré en marges incomplétes doit faire I’objet d’un
traitement local étant donné le taux de récidive élevé associé. En revanche, la prise en charge
d’une tumeur de haut grade réséquée en marge saine reste floue. Devant I’importance de ces
mastocytomes au comportement agressif imprévisible, une radiothérapie peut s’envisager
méme en présence de marges saines selon les désirs des propriétaires (Donelly et al 2015).
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Le choix d’utilisation de traitements locaux est décidé a la lumieére des résultats du grading
histologique, de I’analyse des marges et des résultats de marqueurs de prolifération cellulaire
(Fig 32).

_ ‘ Cytologie Exérdse
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Histopathologie
Marges incomplétes Marges saines
Biopsies du site positives Biopsies du site négatives
Haut grade I I Bas grade I | Bas grade I Haut grade l
Evaluation de I'indice de prolifération Envisager la radiothérapie
cellulaire et un traitement systémique
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opératoire (+ radiothérapie | Traitement systémique indiqué en présence de
du site d’exérése du NL si métastase

envahissement confirmé)

Traitement systémique
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Figure 32 : Résumé de la décision thérapeutique pour un traitement local d’un mastocytome avec ou
sans métastase loco-régionale (d’apres Blackwood et al 2012 ; d’aprés Sledge Webster et Kiupel 2016
; d’apres Donelly et al 2015).

Légende : NL = noeud lymphatique ; IRTK = inhibiteur des récepteurs tyrosine kinases
Note : un indice de prolifération est considéré élevé lorsque le score Ag67 est supérieur a 54.
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Le simple traitement chirurgical d’un mastocytome de grade III est associé a une survie de 1 an
dans 6 a 27% des cas (Blackwood et al 2012). De plus, la mise en évidence de métastases
assombrit significativement le pronostic (Krick et al 2009). Un mastocytome de bas grade avec
métastase lymphatique ou un mastocytome de haut grade doivent donc inciter a 1’utilisation de
thérapies adjuvantes en complément de la chirurgie : la radiothérapie, la chimiothérapie
conventionnelle et les inhibiteurs des tyrosines kinases peuvent étre proposés.

6.2/ Traitement ionisant : la radiothérapie

6.2.1/ Intéréts de la radiotherapie

Elle est réservée aux cas ou la chirurgie ne permet pas un retrait total de la tumeur. Elle peut
étre aussi utilisée pour traiter les métastases ganglionnaires.

Il est recommandé de mesurer les dimensions de la tumeur en pré-opératoire pour garantir le
bon ciblage de la zone a irradier lors de la radiothérapie. Oublier une zone de prolifération
tumorale augmente le risque de récidive.

Le protocole d’irradiation idéal est inconnu. Néanmoins, un protocole aboutissant a une dose
totale de moins de 40 Gy est associé a un taux de récidive plus élevé (Blackwood 2012).

Les meilleurs résultats sont obtenus lorsque la radiothérapie est planifiée a 1’avance, avant la
chirurgie, plutdt que dans un second temps lorsque 1’exérése chirurgicale n’a pas été compléte.
L’utilisation de la radiothérapie en post-opératoire, a une dose moyenne de 50 Gy selon les
¢tudes, permet d’obtenir plusieurs années de rémission clinique (deux, trois voire plus) dans 81
a 95% des mastocytomes de grade II (Blackwood et al 2012 ; Ladue et al 1998 ; Al-Sarraf et al
1996). Cependant, il convient de rappeler qu’en moyenne 85% des mastocytomes de grade II
correspondent & des mastocytomes de bas grade selon Kiupel. Or, ces mastocytomes étant de
bon pronostic, ils ne nécessiteraient pas tous un traitement ionisant, mais seulement ceux pour
lesquels les indices de prolifération cellulaire s’avéraient élevés.

Une médiane de survie de 28 mois a été obtenue pour des mastocytomes de grade III aprés
irradiation du site opératoire et des noeuds lymphatiques. Aprés un an, le taux de survie est de
71% (Hahn King et Carreras 2004).

En cas de processus métastatique aux nceuds lymphatiques, 1’association de la chirurgie, de la
radiothérapie et de la chimiothérapie adjuvante a base de prednisolone permet d’obtenir une
rémission clinique de 40 mois (Chaffin et Thrall 2002).

De plus, I’irradiation prophylactique des noeuds lymphatiques drainant la tumeur cutanée a
permis d’obtenir une meilleure survie des animaux dans une étude (Thamm Turek et Vail 2006).

6.2.2/ Limites de la radiothérapie

Elle n’est généralement pas employée seule sur des tumeurs volumineuses car il existe un risque
de dégranulation des mastocytes lié aux irradiations. Une corticothérapie et I’utilisation d’anti-
histaminiques H1 ou H2 sont donc préconisées avant, pendant et aprés radiothérapie pour
limiter ce risque li¢ aux rayons.
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De plus, ces volumineuses tumeurs sont plus susceptibles d’étre résistantes aux irradiations par
la présence de clones tumoraux résistants ou la présence de zones d’hypoxie plus difficile a
irradier.

Les chirurgies reconstructrices cutanées utilisées aprés exérese larges peuvent compliquer la
prise en charge par radiothérapie car elles augmentent la zone a irradier et le risque de
déhiscence de plaie est majoré. C’est pour cette raison que la cytoréduction chirurgicale est
préférée a I'exérese large lorsque la tumeur ne peut étre réséquée entierement et qu’une
radiothérapie est envisagée.

Enfin, malgré la diminution des marges latérales que cela engendre, il est conseillé de ne pas
irradier toute la circonférence d’un membre a cause du risque de dommage aux vaisseaux
lymphatiques par les rayons et le développement d’un lympheedéme (Blackwood et al 2012).

6.3/ Traitement cytotoxique : la chimiothérapie conventionnelle

Elle peut étre envisagée en pré-opératoire pour une cytoréduction afin d’espérer obtenir une
chirurgie curative ou en post-opératoire en guise de chimiothérapie adjuvante pour traiter,
prévenir ou ralentir le processus métastatique. La prednisolone seule est aussi utilisée dans cette
circonstance. Toutefois, 1’intérét de la chimiothérapie cytoréductrice n’a pas été évalué
scientifiquement (Blackwood et al 2012) et une étude décrit la supériorité de la chimiothérapie
en tant que traitement adjuvant de la chirurgie (Thamm Mauldin et Vail 1999).

Plusieurs protocoles ont été décrits mais la combinaison de vinblastine/prednisolone est celle
qui est la plus utilisée (Tab IX). Aucune étude randomisée comparant ces protocoles n’a été
¢tablie a ce jour (Blackwood et al 2012).

Un protocole vinblastine/prednisolone avec ou sans retrait chirurgical du mastocytome cutané,
et parfois associé a une radiothérapie, a permis d’obtenir une médiane de survie pour des
mastocytomes de grade III de 331 jours dont 45% ont survécu a un et deux ans (Thamm Mauldin
et Vail 1999). Ces résultats sont nettement moins bons comparés a ceux obtenus par
’association de la chirurgie et de la radiothérapie : 85 a 95% de survie a deux ans. Toutefois
les mastocytomes étudiés étaient de grade inférieur (grade II) (Ladue et al 1998 ; Al-Sarraf et
al 1996). Ce protocole reste un bon compromis lorsque la radiothérapie n’est pas disponible.
De méme, une ¢étude s’intéressant au rdle adjuvant de la chimiothérapie
vinblastine/prednisolone pour des mastocytomes de grade III retrouve un intérét trés modeste
de la chimiothérapie, avec une médiane de survie obtenue de 322 jours (Hayes et al 2007). Pour
rappel, la médiane de survie est de 278 jours pour les mastocytomes de grade III traités
uniquement par chirurgie (Murphy et al 2004).

Pourtant, une étude rapporte une médiane de survie de 1374 jours pour 47 mastocytomes de
grade III aprés chimiothérapie vinblastine/prednisolone (Thamm Turek et Vail 2006).
Cependant, contrairement a 1’étude de Hayes et al, cette étude a aussi inclus des mastocytomes
traités par radiothérapie en complément de la chirurgie et de la chimiothérapie. Notamment,
I’irradiation prophylactique des noeuds lymphatiques drainant la tumeur a permis d’obtenir une
meilleure survie dans ce groupe par rapport aux autres chiens qui n’ont pas été traités par
radiothérapie. Un biais existe donc et la chimiothérapie n’est peut-Etre pas le seul traitement
expliquant I’amélioration de la survie des animaux.
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L’utilisation de prednisolone seule n’aboutit a une réponse thérapeutique (réponse compléte ou
partielle) que dans 20% des cas (Blackwood et al 2012).

Tableau IX : Protocoles de chimiothérapie étudiés dans le cadre de mastocytomes cutanés (d’apres

Vinblastine /
Prednisolone

Lomustine

Vinblastine /
Lomustine

Vinblastine /
Lomustine /
Prednisolone

Blackwood et al 2012).
Protocole Taux de réponse Toxicité
vinblastine 2mg/m?* IV toutes les 47 % vinblastine :

sem pendant 4sem puis toutes les
2sem pendant 8sem.

prednisolone 2mg/kg PO SID | sem
puis Img/kg SID 14

lomustine 70-90mg/m? PO tous les
21j, pour 4 cycles

vinblastine 2mg/m? IV la premiére
sem puis toutes les 4sem

lomustine 60mg/m? PO la troisiéme
sem puis toutes les 4sem

Protocole prévu pour 4 & 6 cycles.
vinblastine 3,5mg/m?IV la 3éme
sem puis toutes les 4sem

lomustine 70mg/m? PO la premiére
sem puis toutes les 4sem
Alternance tous les 15j
prednisolone 2mg/kg PO SID 14
puis Img/kg SID jusqu’a la sem 24
puis diminution progressive pour
arrét.

Protocole prévu pour 24sem.

nécrose périvasculaire
my¢losupression
effet digestif modéré

44 % my¢élosuppression
thrombocytopénie
hépatotoxique
57 %
65 %

Légende : j = jours ; sem = semaines ; [V = intra-veineuse ; PO = per-os ; SID = une fois par jour
Note : le taux de réponse correspond a la somme des réponses complétes et partielles. L’évaluation
de la réponse au traitement par chimiothérapie fait appel aux critéres RECIST pour les tumeurs
solides mesurables. La réponse compléte correspond a la disparition de toutes les 1ésions alors que
la réponse partielle correspond a la diminution d’au moins 30% de la somme des plus grands

diametres de chaque 1ésion, avec pour référence les diamétres initiaux.

Une étude montre que le pronostic ne varie pas entre un mastocytome de stade 1 et un
mastocytome de stade 3 lorsqu’ils sont traités par chimiothérapie (Thamm Mauldin et Vail
1999). Or, Kiupel constate un pronostic plus sombre pour un animal en stade 3 lorsque le
traitement est uniquement chirurgical. Cela suggere que la chimiothérapie serait un traitement
efficace pour le mastocytome multicentrique (Kiupel et al 2005). Des précautions doivent étre
prises toutefois car d’autres études ne mettent pas en évidence de pronostic plus sombre pour
un animal en stade 3 par rapport a un animal en stade 1 d’'une maniere générale (Murphy et al

2006).
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6.4/ Inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinases

Comme énoncé précédemment, les récepteurs tyrosine kinases régulent la survie, la
différentiation et la prolifération cellulaire, et jouent un role dans le développement de
nombreuses tumeurs. Une fois leur ligand fixé, leur activation se fait par la fixation au récepteur
d’une molécule d’ATP. Le principe des inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinases réside dans
I’empéchement de cette fixation d’ATP (Blackwood et al 2012).

Deux molécules ont été développées : le tocéranib (Palladia ND) et le masitinib (Masivet ND).
Le consensus publié ne recommande pas leur utilisation en premiére intention, étant donné que
les études d’efficacité ont recruté des cas de mastocytomes non réséquables ou récidivants.
(Blackwood et al 2012).

Les deux molécules ont prouvé leur efficacité dans des essais cliniques en permettant de retarder
la progression tumorale. Le tocéranib a 3,25mg/kg/j par voie orale pendant six semaines a
permis d’obtenir un taux de réponse de 42,8% et une progression tumorale tardive (18 semaines
soit 120 jours environ) dans une étude (London et al 2009). Le masitinib a 12,5mg/kg/j par voie
orale pendant six mois a permis d’obtenir un taux de réponse de 55% et une progression
tumorale plus tardive (118 jours) que dans le groupe controle (75 jours) (Hahn et al 2008).

Les effets secondaires décrits regroupent diarrhée, vomissements, perte de poids, 1éthargie,
boiterie, néphropathie et anémie hémolytique.

Une autre molécule, I’imatinib en combinaison avec la prednisolone, a été testée avec succes
pour des mastocytomes envahissant la moelle osseuse. De plus, 1I’imatinib semble peu toxique
car le repeuplement de la moelle osseuse par les cellules hématopoiétiques a été constaté. A
terme, une résistance s’est installée mais deux chiens ont survécu 78 et 150 jours contre 34 jours
de médiane de survie en absence de traitement (Merconato et al 2008).

Des ¢études ont évalué I'intérét de combiner 1’utilisation d’inhibiteurs des récepteurs tyrosine
kinases avec les protocoles de chimiothérapie conventionnelle. Une, notamment, a montré que
I’association de tocéranib et de vinblastine permet la réduction de 50% de la dose de vinblastine
mais révele I’augmentation de la myélosuppression suggérant un effet synergique (Blackwood
2012).

D’autres études ont évalué la combinaison avec la radiothérapie. L’utilisation de tocéranib, de
radiothérapie a dose réduite (24 Gy au total pour trois a quatre séances) et de prednisolone a
permis d’obtenir un taux de réponse de 76,4% et une médiane de rémission clinique de 316
jours (la médiane de survie n’a pas ét¢é atteinte) (Blackwood 2012).

Une recherche de mutations de c-kit par PCR ou d’expression anormale par immunohistochimie
sur la tumeur et les métastases ganglionnaires devrait étre réalisée lorsque 1’utilisation
d’inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinases est envisagée pour permettre I’estimation de la
réponse thérapeutique (Sledge Webster et Kiupel 2016). En effet, cela prend tout son sens dans
la mesure ou une étude a révélé 1’existence d’une mutation rare touchant I’exon 17 et ayant
pour caractéristique de ne pas répondre aux traitements par inhibiteurs des récepteurs tyrosine
kinases (Letard et al 2008).

En revanche, il a été montré que les animaux mutants pour I’exon 11 répondent a un traitement
aux inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinases (Sledge Webster et Kiupel 2016).
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6.5/ Quand mettre en place un traitement systémique ?

Etant donné le pronostic sombre d’un mastocytome de haut grade ou de la mise en évidence
d’un processus métastatique, un traitement systémique se justifie d’emblée (Murphy et al 2004
; Krick et al 2009).

Pour les mastocytomes de bas grade non métastasés, il est recommandé¢ d’utiliser des marqueurs
de prolifération cellulaire pour ne pas manquer un mastocytome au comportement biologique
agressif. Pour rappel, environ 15% des mastocytomes de bas grade ou des mastocytomes de
grade II sont déja métastasés lors du diagnostic (Stefanello et al 2015).

La figure 33 résume la décision de mise en place d’une thérapie systémique (Fig 33).

‘ Grading ’ } Bilan d’extension I

Haut grade Bilan d’extension négatif positif

Bas grade Bilan d’extension

Evaluer la prolifération PCR et IHC pour
cellulaire évaluer c-kit

] , T
| Indice bas et c- ‘ Dérégulation
Indice élevé

kit normal ‘ de c-kit

| Traitement systémique contre-
indiqué

Traitement systémique indiqué ‘

Figure 33 : Schéma illustrant les étapes pour décider de la mise en place d’un traitement systémique
(Sledge Webster et Kiupel 2016)

Légende : PCR = Polymerase chain reaction ; IHC = Immunohistochimie

Enfin, d’autres traitements ont ét¢ étudiés mais n’ont pas permis leur essor car leur avantage
¢tait trop faible ou statistiquement non valable. Ce sont : 1’eau hypotonique, les injections
locales de  corticoides, I’immunothérapie,  I’hyperthermie, la  cryothérapie,
I’¢éléctrochimiothérapie et la photothérapie dynamique (Blackwood et al 2012).

6.6/ Traitements préventifs ou de soutien

Les anti-histaminiques préviennent 1’ulcération gastrique et la dégranulation des mastocytes.
La cimétidine 4 mg/kg per os toutes les 8h ou la ranitidine 2mg/kg per os toutes les 12h peuvent
étre utilisées. Dans le méme but, les inhibiteurs de la pompe a proton comme I’oméprazole 0,5-
1 mg/kg per os toutes les 24h peuvent se justifier.
Le sucralfate est un traitement symptomatique préconisé lors de troubles digestifs induits par
I’hyper-acidité gastrique ou par la chimiothérapie.
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7/ Mastocytomes sous-cutanés

Les données épidémiologiques et pronostiques concernant les mastocytomes primitivement
sous-cutanés sont récentes. Les études n’ont pas permis d’évaluer statistiquement la
prédisposition de certaines races au développement d’un mastocytome sous-cutané. L’age
médian au diagnostic est de 8 ans.

Les mastocytomes sous-cutanés ne touchent exclusivement que le tissu sous-cutané et pas le
derme. Ce ne sont pas des mastocytomes cutanés s’étendant au tissu sous-cutané (Thompson et
al 2011a) (Fig 34). Les mastocytomes sous-cutanés sont souvent confondus avec des lipomes
car a la palpation, ces masses sont de consistance molle (Welle et al 2008).

Figure 34 : Photographie d’un mastocytome sous-cutané coloré a ’hémalun-éosine (Thompson et al
2011a)

L’étude de Thompson révele que les mastocytomes sous-cutanés sont de bon pronostic apres
prise en charge chirurgicale, avec un temps de survie long et des taux de récidives et de
métastases bas. En effet, des métastases sont présentes dans seulement 4% des cas et une
récidive locale est survenue dans 8% des cas malgré des marges incomplétes dans 56% des cas.
De plus, seuls 9% des chiens sont effectivement décédés des suites de leur cancer tandis que la
survie a six mois est de 95% et la survie a cinq ans de 86% (Thompson et al 2011a).

Le facteur de risque principal, associé¢ a une survie plus faible, un taux de récidive élevé et un
risque de métastase élevé est I’index mitotique. Les autres facteurs de risques associés a une
faible survie sont le caractere infiltratif de la tumeur, la présence de cellules multinucléées et
I’age de I’animal lors du diagnostic (Thomson et al 2011a).

La localisation, en revanche, n’est pas un facteur de risque de récidive. Des marges incompletes
augmenteraient ce risque.

Une deuxiéme ¢étude décrit que les marqueurs Ki67, AgNOR, le double marquage
Ki67xAgNOR, I’index mitotique et le marquage par immunohistochimie de c-kit sont des
marqueurs de récidive et de processus métastatique pour les mastocytomes sous-cutanés.
Cependant, aucun mastocytome n’a présenté des altérations génétiques dans le géne c-kit
(Thompson et al 2011b).

Dans 1’¢tude de Sebattini, environ 15% des mastocytomes sont sous-cutanés et leur survie a un

an est de 91%. Une partie d’entre eux cependant a un comportement agressif et 1’utilisation de
marqueurs de prolifération cellulaire semble étre indiquée (Sebattini et al 2015).
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Partie 2. Etude expérimentale :
recherche par immunohistochimie d’un gain d’expression de
nétrine-1 dans des mastocytomes cutanés et sous-cutanes
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I/ Objectif de I’étude

Selon le modele des récepteurs a dépendance, un tel récepteur induit la survie, la prolifération
et la différentiation cellulaire en présence de son ligand. En son absence en revanche, il ne
demeure pas dans un état inactif mais au contraire déclenche 1’apoptose de la cellule. La perte
de ces récepteurs ou le gain d’expression de leurs ligands constituent de ce fait des mécanismes
potentiels de transformation tumorale.

Ainsi, le gain d’expression de nétrine-1 est décrit dans de nombreux cancers chez 1’homme.
Cibler cette interaction ligand-récepteur permet d’induire la mort des cellules tumorales par
apoptose, de réduire leur invasivité et d’empécher la formation de métastases (Fitamant et al
2008 ; Delloye-Bourgeois et al 2009a ; Delloye-Bourgeois et al 2009b ; Papanastasiou et al
2011 ; Link et al 2007 ; Dumartin et al 2010 ; Broutier et al 2016).

Chez le chien, les premieres études consacrées a ce modele de récepteur a dépendance ont
concerné¢ le groupe des lymphomes. Des études préliminaires utilisant la RT-q-PCR ont
montré une augmentation de I’expression de la nétrine-1 dans des ganglions lymphomateux
(immuno-phénotype immunologique B et T) par rapport a des ganglions sains témoins et de
facon plus importante dans les lymphomes de bas grade. Puis, une ¢&tude par
immunohistochimie a révélé, pour les deux anticorps anti-nétrine-1 N128 et N104, qu’un
marquage cytoplasmique était un signe d’agressivité tumorale pour les lymphomes B et T avec
I’anticorps N128 et seulement pour les lymphomes T avec I’anticorps N104. D’autre part, pour
les lymphomes B agressifs, une diminution du marquage nucléolaire était notée avec 1’anticorps
N128 (Rhumy 2016).

Le role et I'importance de la dérégulation apoptotique (et plus particulierement via le couple
récepteurs a dépendance et ligand) dans 1’apparition, le développement des tumeurs canines, et
a fortiori dans la lutte anti-tumorale commence a ce jour a faire I’objet de plusieurs travaux de
recherche. C’est dans cette approche que s’inscrit notre étude. Celle-ci a pour objet de mettre
en évidence une éventuelle modification de 1’expression de nétrine-1 dans les mastocytomes
cutanés et sous-cutanés chez le chien. La mise en évidence d’une augmentation de 1’expression
de nétrine-1 au sein de la tumeur permettrait ainsi d’une part de mieux comprendre les
mécanismes par lesquelles ces cellules tumorales échappent aux mécanismes d’apoptose, et
d’autre part, constituerait une premicre étape dans le développement d’une perspective
thérapeutique ciblée.

I1/ Matériel et méthode

Notre ¢étude est une étude rétrospective utilisant des techniques d’analyse
immunohistochimique sur tissus fixés au formol et inclus en paraffine.

1/ Recrutement des cas

La banque de donnée HML du service d’ Anatomo-pathologie de VetAgro Sup a été utilisée
pour identifier rétrospectivement les prélévements de chiens atteints de mastocytome cutané ou
sous-cutané diagnostiqués et/ou traités a VetAgro Sup ou dans les cliniques privées

environnantes entre 2013 et 2016. Un numéro HIS (exemple : 14-0052) est attribué a chaque
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réception au laboratoire d’un ensemble de prélévements envoyés par un vétérinaire et permet
leur enregistrement dans la base de données. Lorsque plusieurs masses étaient présentes, une
lettre ou un chiffre étaient ajoutés pour désigner chacune des masses (exemple : 13-1656/2 ou
14-1630/A). Deux numéros HIS distincts peuvent étre associés a un méme animal si plusieurs
envois différés de prélévements ont ét¢ réalisés. Ces prélévements étaient de deux types : des
biopsies ou des picces d’exérese chirurgicale. Le diagnostic de mastocytome cutané a été établi
par analyse histologique effectuée par les pathologistes de VetAgro Sup. Le grading retenu pour
cette étude est celui de Kiupel. Ce grading ayant été publi¢ récemment, certains des
mastocytomes diagnostiqués sur cette période n’étaient pas gradés selon celui-ci. Une seconde
lecture a donc été réalisée pour ces cas, afin qu’ils soient inclus dans 1’étude. Ainsi, un
mastocytome de haut grade est diagnostiqué si la tumeur satisfait au moins a I’une des quatre
conditions suivantes :

- Au moins 7 images de mitose sur 10 champs au grossissement 400

- Au moins 3 cellules multinucléées (cellules ayant 3 noyaux ou plus) sur 10 champs au
grossissement 400

- Au moins 3 noyaux de morphologie atypique sur 10 champs au grossissement 400

- Variation de la taille du noyau d’un facteur deux pour 10% des cellules tumorales.

L’unique critére d’inclusion de cette étude ¢€tait la présence d’un, ou de plusieurs
mastocytome(s) cutané(s), sous-cutané(s). Des animaux présentant un envahissement
métastatique des nceuds lymphatiques de drainage d’un mastocytome primitivement cutané ont
¢galement été inclus dans notre étude. La présence de mastocytomes cutanés multiples pour un
méme animal au moment du diagnostic et de la réalisation des prélévements a également été
renseignée, en prenant en compte les localisations de celles-ci. D’ailleurs, chaque masse issue
d’un méme animal a été considérée comme un cas différent dans 1’étude. Enfin, pour chaque
animal inclus dans 1’étude, plusieurs données ont été répertoriées, a savoir 1’age, le sexe, la race,
la localisation de la tumeur et son grade histologique.

2/ Analyses immunohistochimiques

2.1/ Choix des anticorps

Deux anticorps anti-nétrine-1, nommés N128 et N104, ont été utilisés pour cette étude. Le
premier est un anticorps monoclonal de rat alors que le deuxiéme est un anticorps polyclonal
de lapin (Tab X). Ces anticorps seraient utilisables chez le chien selon les fournisseurs, bien
qu’aucune étude ne confirme ces affirmations. Ils ont été retenus notamment car ils ont été
utilisés pour I’évaluation immunohistochimique de I’expression de nétrine-1 chez ’homme et
dont la compatibilité pour le chien a été évaluée par cytométrie en flux. Ce sont ces deux
anticorps qui ont été utilisés dans une étude précédemment réalisée sur 1’expression
immunohistochimique de nétrine-1 dans les lymphomes canins (Rhumy 2016).
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Tableau X : Anticorps utilisés pour les marquages immunohistochimiques de I’étude

Anticorps Fournisseur Immunogéne

Peptide recombinant
correspondant a la région située
entre la valine en position 22 et

I’alanine en position 603 de la
protéine murine

Nétrine 128 / N128
Monoclonal de rat de type R&D Systems, Minneapolis,
IgG2a USA Ref: MAB 1109
Clone 158936

Santa Cruz Biotechnologies, = Peptide recombinant allant de
Santa Cruz, USA I’acide aminé 501 a 604 de la
Ref : sc-20786 protéine humaine

Nétrine 104 / N104
Polyclonal de lapin

Note : La dénomination nétrine 128 et nétrine 104 correspond a une classification interne de I’équipe
« Récepteurs a dépendance, cancer et développement » du Centre de Recherche en Cancérologie de
Lyon.

2.2/ Justification de I’emploi d’anticorps ciblant la nétrine-1 humaine chez
le chien

Actuellement, une seule étude a évalué I’expression de la nétrine-1 et de son récepteur a
dépendance DCC chez le chien (Rhumy 2016). Notre travail de thése s’est déroulé dans les
mémes conditions que cette étude et nous avons réutilisé les mémes anticorps humains. Ce
choix est justifié¢ dans la mesure ou le séquencage du génome du chien a montré qu’il était plus
proche de celui de I’homme que celui de la souris (Rowell McCarthy et Alvarez 2011). Pour
rappel, les nétrines humaine et canine ont 98,5% d’homologie et leur structure différe de
seulement cinqg acides aminés, d’apres les séquences prédictives comparatives du chien et de
I’homme disponibles sur le site NCBI.

2.3/ Protocole de la technique d’immunomarquage

Les marquages ciblant la nétrine-1 ont été réalisés manuellement.

Des coupes de 4 pm ont été réalisées a partir des blocs de paraffine correspondant a chaque cas
inclus dans I’étude. Elles ont été ensuite déparaffinées, réhydratées dans 1’alcool puis dans 1’eau
distillée. Pour diminuer le bruit de fond et donc augmenter la spécificité du marquage, une étape
de démasquage antigénique a été réalisée par le chauffage de la lame (95°C pendant 40 min)
dans un tampon de démasquage (Dako) a pH=9. La peroxydase endogene a été¢ bloquée avec
un bain d’eau oxygénée pendant dix minutes. Le marquage non spécifique des anticorps a été
empéché grace a une solution de blocage du Kit UltraTek HRP anti-polyvalent. Pour chaque
cas, deux coupes ont été incubées pendant une heure a température ambiante avec une solution
d’anticorps primaire différente diluée au centi¢éme : ’'une avec I’anticorps N128 et I’autre avec
I’anticorps N104. Pour chaque cas, un témoin négatif a été réalis¢ en remplagant I’étape
d’incubation avec I’anticorps primaire par une incubation dans du tampon phosphate salin
(PBS). Les marquages ont été révélés via le systeme d’amplification avidine-biotine. Enfin, les
coupes ont été contre-colorées a I’hématoxyline et montées entre lames et lamelles.

Le protocole détaill¢ de la technique de marquage immunohistochimique est présenté en annexe
(Annexe 1).
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3/ Evaluation des immunomarquages

Chaque lame a été évaluée par un méme pathologiste, le Dr Tortereau (microscope Nikon
Eclipse E200). La nature des cellules positives pour les immunomarquages, la proportion de
cellules marquées et leur localisation ont été évaluées. Une cellule est considérée comme
positive pour un immunomarquage s’il est observé une coloration marron, absente sur les lames
témoins négatifs (Fig 35). La localisation du marquage a été renseignée : il peut s’agir d’un
marquage nucléolaire ou d’un marquage intracytoplasmique. Quatre profils de marquage
cytoplasmique ont été obtenus : diffus, polaire, avec de gros grains cytoplasmiques ou sous-
membranaire (Fig 36, Fig 37, Fig 38, Fig 39).

Figure 35 : Photographies révélant I’absence de marquage des structures de la peau (a gauche) et des
cellules tumorales (2 droite) pour les témoins négatifs, x4 (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro

Sup)

Figure 36 : Photographie du profil de marquage cytoplasmique avec de gros grains de la nétrine-1 avec
I’anticorps N128, x100 (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)
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Figure 37 : Photographie du profil de marquage cytoplasmique polaire de la nétrine-1 avec I’anticorps
N104, x100 (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Figure 38 : Photographie du profil de marquage cytoplasmique diffus de la nétrine-1 avec I’anticorps
N128, x100 (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Figure 39 : Photographie du profil de marquage cytoplasmique sous-membranaire de la nétrine-1 avec

I’anticorps N128, x100 (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Une évaluation semi-quantitative du pourcentage de cellules positives pour un marquage
cytoplasmique dans un échantillon tissulaire a été réalisée, avec une répartition des marquages
cytoplasmiques en quatre catégories : pas de marquage, marquage rare (1-5%), marquage
modéré (5-30%), marquage fréquent (>30%).
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Le marquage nucléolaire a été renseigné comme présent ou absent (Fig 40).

Figure 40 : Photographie de mastocytes tumoraux présentant un marquage nucléolaire avec 1’anticorps

N128, x40 (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Enfin, un marquage cytoplasmique des cellules tumorales mitotiques a été obtenu pour tous les
mastocytomes de I’étude avec I’anticorps N128 (Fig 41).

Figure 41 : Photographie révélant le marquage cytoplasmique des cellules tumorales en mitose avec

I’anticorps N128, x40 (Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

4/ Exploitation des résultats

Toutes les informations épidémiologiques ont été regroupées dans un tableur Numbers®
version4.2. Avec 1’aide du logiciel R, ces données ont permis de réaliser des analyses
descriptives (diagrammes, tableaux et calculs de médianes).

Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel R. Un test du chi2 d’indépendance ou un

test de Fisher ont été effectués en fonction des effectifs réunis dans les données. Une p-value
inférieure a 0,05 a été considérée comme un résultat significatif.
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I11/ Résultats

1/ Description de la population

1.1/ Cas inclus dans I’étude

Cent quatre cas de mastocytomes cutanés ou sous-cutanés ont été analysés dans cette étude,
correspondant a 95 chiens différents, ainsi que quatre cas de nceuds lymphatiques envahis par
une métastase de mastocytome. Pour cinq des chiens inclus dans cette étude, deux
mastocytomes distincts prélevés au méme moment ont été analysés. Un chien inclus dans
I’étude a fait I’objet de deux résections de mastocytomes espacées dans le temps (L14-6951).
Un chien inclus a présenté plusieurs mastocytomes : trois de localisation différente, réséqués
en méme temps, et un autre réséqué plus tardivement (L13-10585). Parmi les quatre cas de
métastases ganglionnaires de mastocytomes, trois ont été réséqués avec le mastocytome cutané
primitif. Pour un cas, le nceud lymphatique a été analysé en I’absence de masse primitive
recueillie. Ainsi, notre étude inclut au total 96 chiens différents.

Au sein de la population de 1’étude, 21 étaient des cas issus de chiens présentés au Centre
Hospitalier d’Enseignement Vétérinaire de VetAgro Sup dont 15 ont regu des traitements avant
exérese chirurgicale. Parmi ces 15 individus, 12 ont été traités avec des anti-inflammatoires
stéroidiens ou non stéroidiens et trois chiens ont été traités par poly ou monochimiothérapie
(Lomustine, Vinblastine/Tocéranib/Prednisolone et Vincristine/Lomustine/Prednisolone). Les
75 cas restants correspondaient a des chiens traités par des cliniques privées dont le diagnostic
de mastocytome a été réalis¢ par le service d’Anatomo-pathologie de VetAgro Sup. Leur
historique médical n’est pas connu.

L’annexe 2 synthétise les principaux ¢léments épidémiologiques et anamnestiques analysés
pour cette étude (Annexe 2).

Le grading de Kiupel ne s’applique qu’aux mastocytomes cutanés. Les mastocytomes sous-
cutanés représentent une catégorie traitée indépendamment des mastocytomes cutanés.

La figure 42 montre la répartition de 1’ensemble des cas étudiés (Fig 42). Ainsi, 66
mastocytomes cutanés de bas grade, 20 mastocytomes cutanés de haut grade et 18
mastocytomes sous-cutanés ont ét¢ inclus dans 1’étude. Si I’on ne prend en compte que les
mastocytomes cutanés, les tumeurs de bas grade représentent 77% des cas et les tumeurs de
haut grade 23% des cas (Fig 43).
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Figure 42 : Répartition de I’ensemble des mastocytomes étudiés

Figure 43 : Répartition des mastocytomes cutanés selon le grading de Kiupel

1.2/ Sexe

Le sexe des chiens était connu pour 94 d’entre eux, avec 46 males, et 48 femelles, soit
respectivement, 49% et 51% (Fig 44).

Figure 44 : Répartition des sexes dans la population

1.3/ Age

L’age des chiens était connu pour 90 d’entre eux. Ces chiens étaient agés de deux a treize ans
au moment du diagnostic histologique de mastocytome, avec une médiane de huit ans (Fig 45).
Pour les deux races de chiens les plus représentées, le Labrador et le Boxer, 1’age médian
respectif est de neuf ans et de sept ans.
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Figure 45 : Répartition des ages de la population selon un diagramme en baton (2 gauche) ou un box

plot (a droite)

1.4/ Race

La population de 96 chiens est composée de 26 races différentes et d’animaux croisés (pour
deux chiens la race n’était pas renseignée). Le Boxer et le Labrador sont les deux races les plus
représentées dans 1’étude (respectivement 17 et 16 animaux), soit 18% et 17% respectivement
des animaux. La troisieme race la plus fréquente est le Bouledogue Frangais (huit cas),
représentant 8% de la population. La catégorie « Croisé » concerne les chiens n’étant pas de
race pure et représente 13 animaux (14% des animaux) (Fig 46). Par souci de lisibilité, une
catégorie « Autre » a été créée, regroupant les races les moins représentées (soit au plus deux
chiens de méme race). Elle regroupe ainsi 21 races différentes.

Figure 46 : Répartition des races de la population
Légende : S=Shar Pei ; B=Bouledogue Francais ; G=Golden Retriever ; J=Jack Russel

1.5/ Localisations des tumeurs

L’ensemble des localisations tumorales cutanées a €té réparti en cinq catégories : Membre,
Tronc, Face, Génital et Inconnu.
La catégorie « Face » regroupe les mastocytomes se situant sur la téte ou le cou des animaux.
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La catégorie « Membre » recense les tumeurs localisées sur les membres, y compris en région
inguinale et en regard des hanches et des épaules.

La catégorie « Tronc » regroupe les tumeurs localisées sur le thorax, 1’abdomen ou la région du
dos et des lombes.

La catégorie « Génital » regroupe les mastocytomes localisés a la région génitale : périvulvaire,
scrotale, périanale et le fourreau.

Enfin, la catégorie « Inconnu » constitue I’ensemble des mastocytomes pour lesquels aucune
information n’est connue quant a leur localisation.

L’ensemble des localisations précises et leur interprétation en localisation simplifiée est
renseigné dans le tableau de données en annexe 2 (Annexe 2).

Pour sept des cas inclus dans 1’étude, la localisation n’était pas connue. Ainsi, 1’analyse de la
localisation des tumeurs porte sur 97 cas dont 64 mastocytomes de bas grade, 16 mastocytomes
de haut grade et 17 mastocytomes sous-cutanés. La majorité des tumeurs se trouvaient sur les
membres (41 cas, soit 42%). Les autres localisations étaient le tronc (34 cas, soit 35%), la face
(11 cas soit 11%) et la région génitale (11 cas, soit 11%) (Fig 47).

Figure 47 : Répartition des localisations des mastocytomes cutanés et sous-cutanés au sein de la
population

Au niveau des membres, quatre cas concernaient des mastocytomes sous-cutanés, 29 cas
concernaient des mastocytomes cutanés de bas grade et huit cas concernaient des mastocytomes
cutanés de haut grade, soit respectivement 10%, 71% et 19% des mastocytomes localisés dans
cette région anatomique. Au niveau du tronc, dix cas concernaient des mastocytomes sous-
cutanés, 21 cas concernaient des mastocytomes cutanés de bas grade et trois cas concernaient
des mastocytomes cutanés de haut grade, soit respectivement 29%, 62% et 9% des
mastocytomes localisés dans cette région anatomique. Pour les cas affectant la face, trois cas
concernaient des mastocytomes sous-cutanés, quatre cas concernaient des mastocytomes
cutanés de bas grade et quatre cas concernaient des mastocytomes cutanés de haut grade, soit
respectivement 27%, 36% et 36% des mastocytomes localisés dans cette région anatomique.
Enfin, pour ceux touchant la sphére génitale, dix cas concernaient des mastocytomes cutanés
de bas grade et un cas concernait un mastocytome cutané de haut grade, soit respectivement
91% et 9% des mastocytomes localisés dans cette région anatomique. Aucun mastocytome
sous-cutané ne concernait cette région.

La figure 48 synthétise pour chacune des grandes régions anatomiques présentées
précédemment, les proportions entre mastocytomes cutanés de haut grade, mastocytomes
cutanés de bas grade et mastocytomes sous-cutanés (Fig 48).
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Sous-cutan¢ M Haut grade M Bas grade Effectifs Total

Membre |10 9-‘|_| 4 8 29 41
Tronc 29 % GG 10 3 21 34
Face | 279 G IS 304 4 1
cenital S 0 110 1

Figure 48 : Répartition des mastocytomes de bas grade, de haut grade et sous-cutanés au sein des sites

d’apparition des tumeurs

Les mastocytomes de bas grade sont majoritaires quelle que soit la localisation anatomique de
la tumeur. Ainsi, un site Iésionnel ne concentre pas plus de mastocytomes de haut grade que les
autres.

A Tinverse, la figure 49 dresse la répartition des localisations simplifiées au sein des
mastocytomes de bas grade, de haut grade et des mastocytomes sous-cutanés (Fig 49). Pour
deux cas de tumeurs de bas grade, quatre cas de tumeurs de haut grade et un cas de tumeur sous-
cutanée, la localisation tumorale n’était pas connue.

B Membre M Tronc I Face M Génital Effectifs
10 1 0
. 4 3
21 3 10
Bas grade Haut grade Sous-cutané 64 16 17

Figure 49 : Répartition des différentes localisations anatomiques tumorales selon le grading de Kiupel

pour les mastocytomes cutanés et dans les mastocytomes sous-cutanés

La grande majorité des tumeurs sous-cutanées se concentre au niveau du tronc de ’animal
(59%). Concernant les mastocytomes de haut grade, la moitié se développe sur les membres
(50%). Enfin, les mastocytomes de bas grade sont équitablement représentés entre la
localisation appendiculaire et tronculaire (respectivement 45% et 33%).
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2/ Expression de la nétrine-1 dans les tissus cutanés et

canglionnaires péri-tumoraux

L’analyse immunohistochimique des mastocytomes ne peut se faire isolément. En effet,
I’environnement péri-tumoral est systématiquement visible sur les lames examinées.

2.1/ Tissus cutané et sous-cutané péritumoraux

Pour les mastocytomes cutanés et sous-cutanés, du tissu cutané non tumoral est visible.
L’épiderme, le derme superficiel a profond et, pour les mastocytomes sous-cutanés,
I’hypoderme avec le tissu adipeux sont visibles, dans des proportions variables selon les cas
analysés. Les immunomarquages réalisés avec les deux anticorps ciblant la nétrine-1 montrent
des cellules marquées qui, dans leur aspect, leur fréquence et leur localisation, sont similaires a
ce qui est observé sur des échantillons de peau de chiens sains (observation personnelle, 2016).
Ainsi, les kératinocytes, les cellules endothéliales et épithéliales cutanées présentaient un
marquage nucléolaire pour plus de 90% des cellules avec I’anticorps N128 (Fig 50) (Fig 51).
Un discret marquage cytolasmique diffus des cellules des glandes sudoripares était
systématiquement présent. Aucun marquage n’était visible en utilisant 1’anticorps N104.

Figure 50 : Photographie de tissu cutané aprés immunomarquage avec 1’anticorps N128, x10 (Service
d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Figure 51 : Photographies des immunomarquages avec I’anticorps N128 des cellules épithéliales des
glandes sudoripares (a gauche), des glandes sébacées (au centre) et du follicule pileux (a droite), x20

(Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)
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2.2/ Neeud lymphatique avec invasion métastatique

L’analyse immunohistochimique des quatre cas de métastases ganglionnaires de mastocytomes
cutanés a permis d’analyser également des portions de ganglions qui ne présentaient pas
d’altérations de leur architecture, les envahissements métastatiques n’étant pas sévéres. Les
immunomarquages ont alors mis en évidence avec I’anticorps N128 un marquage nucléolaire
généralisé des cellules lymphoides (de toutes origines) et des cellules non lymphoides
(macrophages des sinus, cellules réticulées et cellules dendritiques notamment). Aucun
marquage cytoplasmique n’a été observé, excepté pour une proportion variable des
macrophages des sinus lymphatiques (Fig 52).

Avec I’anticorps N104, aucun marquage nucléolaire n’était visible. En revanche, un marquage
cytoplasmique granulaire était parfois présent dans les cellules lymphoides et non lymphoides
(endothéliales et dendritiques).

Figure 52 : Photographies x10 (a gauche) et x20 (a droite) d’une invasion métastatique ganglionnaire
d’un mastocytome cutané (15-0417) ne révélant aucun marquage cytoplasmique des cellules tumorales

mais un marquage cytoplasmique de macrophages (Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

3/ Profils d’expression de la nétrine-1 dans les mastocytomes

cutanés

L’annexe 3 recense I’ensemble des résultats des immunomarquages pour la population de
I’étude (Annexe 3).

3.1/ Cas des mastocytomes cutanés de bas grade

3.1.1/ Anticorps N128

3.1.1.1/ Marquage cytoplasmique

Avec P’anticorps N128, le marquage cytoplasmique présentait un caractére granulaire diffus.
Parmi les 66 cas de mastocytomes de bas grade, 16 d’entre eux ne présentaient pas de marquage
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cytoplasmique (soit 24% des cas). Un marquage cytoplasmique rare était présent pour 27 cas
(soit 41% des cas), un marquage modéré était présent pour 12 cas (soit 18% des cas) et un
marquage fréquent était présent pour 11 cas (soit 17% des cas) (Fig 53) (Tab XI).

Parmi ces 11 cas, cinq ont révélé un marquage cytoplasmique trés fréquent, supérieur ou égal a

3 ’ 3 3
R
2 B -
Ty 3
Se
| EANS i, T = G\

Figure 53 : Photographies de marquage cytoplasmique absent (2 gauche, x10, 14-1621) et fréquent (a

droite, x10, 14-0543) de mastocytomes de bas grade (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Dans de rares cas, le marquage cytoplasmique diffus a pu étre accompagné d’un marquage
intracytoplasmique sous-membranaire. Six cas (soit 9% des tumeurs de bas grade) ont présenté
ce type de marquage (15-1654/4 ; 15-1257/3 ; 14-1470/1 ; 14-1301/1 ; 13-1103/1 ; 14-1498/1).
Trois cas ont montré un marquage avec des tres gros grains intracytoplasmiques (13-1447 ; 14-
0052/1 et 14-0543/1). Un cas a révélé un marquage de granulations extracellulaires (13-1656/2).

Parmi les 21 tumeurs de bas grade localisées sur le tronc, cinq (24% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique, 12 (57% des cas) présentaient un marquage rare et quatre (19%
des cas) présentaient un marquage fréquent.

Parmi les 29 tumeurs de bas grade localisées sur les membres, six (21% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique, dix (34% des cas) présentaient un marquage rare, huit (28%
des cas) présentaient un marquage modéré et cinq (17% des cas) présentaient un marquage
fréquent.

Parmi les quatre tumeurs de bas grade localisées sur la face, une (25% des cas) ne présentait
aucun marquage cytoplasmique, deux (50% des cas) présentaient un marquage modéré et une
(25% des cas) présentait un marquage fréquent.

Parmi les dix tumeurs de bas grade localisées sur la région génitale, trois (30% des cas) ne
présentaient aucun marquage cytoplasmique, cinq (50% des cas) présentaient un marquage rare,
une (10% des cas) présentait un marquage modéré et une (10% des cas) présentait un marquage
fréquent (Tab XII).

La localisation des mastocytomes de bas grade n’apparait pas étre un facteur déterminant de
I’expression de nétrine-1 par les cellules tumorales (Test de Fisher, p=0,090).
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3.1.1.2/ Marquage nucléolaire

Pour trois (4,5%) des mastocytomes de bas grade analysés (14-1498/1 ; 15-1257/3 ; 15-
1257/1R), il n’a pas été mis en évidence de marquage nucléolaire avec 1’anticorps N128. Pour
les 63 cas restants (95,5%), un marquage nucléolaire a été mis en évidence (Tab XI).

Excepté pour un cas (14-1498/1), ’absence de marquage nucléolaire est associée a une absence
ou un rare marquage cytoplasmique. En effet, seul le cas 14-1498/1 a présenté un marquage
cytoplasmique fréquent et aucun marquage nucléolaire.

3.1.2/ Anticorps N104

3.1.2.1/ Marquage cytoplasmique

Les immunomarquages des mastocytomes cutanés de bas grade avec I’anticorps anti-nétrine-1
N104 ont mis en évidence une absence de marquage cytoplasmique pour 24 cas (soit 36% des
mastocytomes de bas grade). Pour 20 (30%), 16 (24%) et six (9%) cas de mastocytomes de bas
grade, un marquage cytoplasmique rare, modéré et fréquent, respectivement, était notable (Tab
XI).

Parmi les six cas de marquage cytoplasmique fréquent, trois cas ont révélé un marquage trés
fréquent (supérieur ou égal a la moitié des cellules tumorales : 16-0472/1 ; 14-1414/2 ; 16-
0639/2).

Trois profils de marquage cytoplasmique ont pu étre observés : un marquage granulaire polaire
dans la grande majorité des cas, un marquage intracytoplasmique sous-membranaire pour un
cas (15-1654/4) et un marquage avec de gros grains intracytoplasmiques pour un autre cas (15-
1345/2).

Parmi les 21 tumeurs de bas grade localisées sur le tronc, six (28,5% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique, six (28,5% des cas) présentaient un marquage rare, sept (33%
des cas) présentaient un marquage modéré et deux (10% des cas) présentaient un marquage
fréquent.

Parmi les 29 tumeurs de bas grade localisées sur les membres, 12 (41% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique, huit (28% des cas) présentaient un marquage rare, sept (24%
des cas) présentaient un marquage modéré et deux (7% des cas) présentaient un marquage
fréquent.

Parmi les quatre tumeurs de bas grade localisées sur la face, une (25% des cas) ne présentait
aucun marquage cytoplasmique, une (25%) présentait un marquage rare et deux (50% des cas)
présentaient un marquage modéré.

Parmi les dix tumeurs de bas grade localisées sur la région génitale, cinq (50% des cas) ne
présentaient aucun marquage cytoplasmique, trois (30% des cas) présentaient un marquage rare
et deux (20% des cas) présentaient un marquage fréquent (Tab XII).

Il n’est pas observé de différence d’expression de nétrine-1 entre les mastocytomes de bas grade
de localisation différente (Test de Fisher, p=0,558).
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3.1.2.2/ Marquage nucléolaire

Pour 16 des mastocytomes de bas grade analysés (soit 24% des cas), un marquage nucléolaire
a été mis en évidence avec I’anticorps N104 (Tab XI).

Tableau XI : Bilan de I’expression cytoplasmique et nucléolaire de la nétrine-1 pour les mastocytomes

de bas grade

N128 16 (24%) 27 (41%) 12(18%) 11 (17%) ‘ 3(4,5%) 63 (95,5%)

N104 | 24(36%) 20(30%) 16(24%)  6(9%) ’50 (76%) 16 (24%)

Tableau XII : Expression cytoplasmique de la nétrine-1 selon la localisation des tumeurs au sein des

mastocytomes de bas grade

Légende : T=Tronc ; M=Membre ; F=Face ; G=G¢énital

ﬁ’::(‘;::gd: 5 (24%) 6 (21%) 1 (25%) 3 (30%)
N128 Rare 12 (57%) 10 (34%) 0 5 (50%)
Modéré 0 8 (28%) 2 (50%) 1 (10%)
Fréquent 4 (19%) 5 (17%) 1 (25%) 1 (10%)
Absencede | (g 5o/ 12 (41%) 1 (25%) 5(50%)
marquage
N104 Rare 6 (28,5%) 8 (28%) 1 (25%) 3 (30%)
Modéré 7 (33%) 7 (24%) 2 (50%) 0
Fréquent 2 (10%) 2 (7%) 0 2 (20%)

3.2/ Cas des mastocytomes cutanés de haut grade
3.2.1/ Anticorps N128

3.2.1.1/ Marquage cytoplasmique

Avec I’anticorps N128, parmi les 20 cas de mastocytomes de haut grade, quatre d’entre eux ne

présentaient pas de marquage cytoplasmique (soit 20% des cas). Un marquage cytoplasmique

rare était présent pour sept cas (soit 35% des cas), un marquage modéré était présent pour six

cas (soit 30% des cas) et un marquage fréquent était présent pour trois cas (soit 15% des cas)

(Tab XIII) (Fig 54). Sur ces trois cas, un seul a présenté un marquage tres fréquent (13-0987).
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Figure 54 : Photographie d’un mastocytome de haut grade présentant un marquage cytoplasmique rare

et un marquage des nucléoles, x40 (15-1419) (Service d’ Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Un cas (13-1786) a montré un marquage avec des trés gros grains intracytoplasmiques.
Cinq cas (soit 25% des tumeurs de haut grade) ont présenté un marquage intracytoplasmique
sous-membranaire (16-0046/7 ; 13-0987 ; 15-1419/2 ; 13-1733/1 ; 13-1733/13).

Parmi les trois tumeurs de haut grade localisées sur le tronc, deux (66% des cas) présentaient
un marquage rare et une (33% des cas) présentait un marquage modéré.

Parmi les huit tumeurs de haut grade localisées sur les membres, trois (37% des cas) ne
présentaient aucun marquage cytoplasmique, deux (25% des cas) présentaient un marquage
rare, deux (25% des cas) présentaient un marquage modéré et une (13% des cas) présentait un
marquage fréquent.

Parmi les quatre tumeurs de haut grade localisées sur la face, une (25% des cas) ne présentait
aucun marquage cytoplasmique et trois (75% des cas) présentaient un marquage rare.

La seule tumeur de haut grade localisée sur la région génitale a présenté un marquage fréquent
(Tab XIV).

Il n’est pas observé de différence d’expression de nétrine-1 entre les mastocytomes de haut
grade de localisation différente (Test de Fisher, p=0,474).

3.2.1.2/ Marquage nucléolaire

Tous les mastocytomes de haut grade analysés ont présenté un marquage nucléolaire avec
I’anticorps N128 (Tab XIII) (Fig 54).
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3.2.2/ Anticorps N104

3.2.2.1/ Marquage cytoplasmique

Les immunomarquages des mastocytomes cutanés de haut grade avec 1’anticorps anti-nétrine-
1 N104 ont mis en évidence une absence de marquage cytoplasmique pour sept cas (soit 35%
des mastocytomes de haut grade). Pour cinq (25%), six (30%) et deux (10%) cas de
mastocytomes de haut grade, un marquage cytoplasmique rare, modéré et fréquent,
respectivement, était notable (Tab XIII).

Parmi les deux cas de marquage cytoplasmique fréquent, un mastocytome (14-0315/1) a
présenté un marquage tres fréquent (Fig 55).

polaire trés fréquent avec I’anticorps N104, x10 (Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Un cas a révélé un profil de marquage avec de gros grains intracytoplasmiques (13-0987).

Parmi les trois tumeurs de haut grade localisées sur le tronc, deux (66% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique et une (33% des cas) présentait un marquage fréquent.

Parmi les huit tumeurs de haut grade localisées sur les membres, deux (25% des cas) ne
présentaient aucun marquage cytoplasmique, deux (25% des cas) présentaient un marquage
rare, trois (37% des cas) présentaient un marquage modéré et une (13% des cas) présentait un
marquage fréquent.

Parmi les quatre tumeurs de haut grade localisées sur la face, deux (50% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique, une (25% des cas) présentait un marquage rare et une (25%
des cas) présentait un marquage modéré.

La seule tumeur de haut grade localisée sur la région génitale a présenté un marquage modéré
(Tab XIV).

Il n’est pas observé de différence d’expression de nétrine-1 entre les mastocytomes de haut
grade de localisation différente (Test de Fisher, p=0,852).
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3.2.2.2/ Marquage nucléolaire

Seul un seul cas (16-0046/7) a présenté un marquage nucléolaire avec 1’anticorps N104 (Tab
XIII).

Tableau XIII : Bilan de I’expression cytoplasmique et nucléolaire de la nétrine-1 pour les

mastocytomes de haut grade

N128 4 (20%)

7 (35%)
N104 7 (35%) 525%)

6 (30%)
6 (30%)

3 (15%) 0
2 (10%)

20 (100%)
19 (95%)  1(5%)

Tableau XIV : Expression cytoplasmique de la nétrine-1 selon la localisation des tumeurs au sein des
mastocytomes de haut grade

Légende : T=Tronc ; M=Membre ; F=Face ; G=G¢énital

Absence de 0 3 (37%) 1(25%) 0
marquage
N128 Rare 2 (66%) 2 (25%) 3 (75%) 0
Modéré 1(33%) 2(25%) 0 0
Fréquent 0 1 (13%) 0 1 (100%)
Absence de 2 (66%) 2 (25%) 2 (50%) 0
marquage
N104 Rare 0 2 (25%) 1 (25%) 0
Modéré 0 3 (37%) 1 (25%) 1 (100%)
Fréquent 1 (33%) 1 (13%) 0 0

3.3/ Cas des mastocytomes sous-cutanés
3.3.1/ Anticorps N128

3.3.1.1/ Marquage cytoplasmique

Avec I’anticorps N128, parmi les 18 cas de mastocytomes sous-cutanés, deux d’entre eux ne
présentaient pas de marquage cytoplasmique (soit 11% des cas). Un marquage cytoplasmique
rare était présent pour cinqg cas (soit 28% des cas), un marquage modéré était présent pour dix
cas (soit 56% des cas) et un marquage fréquent était présent pour un cas (soit 5% des cas) (Tab
XV) (Fig 56). Ce dernier cas (15-1747) a présenté par ailleurs un marquage trés fréquent
(supérieur a 50% des cellules tumorales).
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Figure 56 : Photographie d’un cas (15-0552/B) de mastocytome sous-cutané présentant un marquage
cytoplasmique diffus rare avec I’anticorps N128, x40 (Service d’Anatomo-pathologie - VetAgro Sup)

Parmi les dix tumeurs sous-cutanées localisées sur le tronc, une (10% des cas) ne présentait
aucun marquage, deux (20% des cas) présentaient un marquage rare, six (60% des cas)
présentaient un marquage modéré et une (10% des cas) présentait un marquage fréquent.
Parmi les quatre tumeurs sous-cutanées localisées sur les membres, une (25% des cas) présentait
un marquage cytoplasmique rare et trois (75% des cas) présentaient un marquage modéré.
Parmi les trois tumeurs sous-cutanées localisées sur la face, une (33% des cas) ne présentait
aucun marquage cytoplasmique, une (33% des cas) présentait un marquage rare et la derniére
(33% des cas) présentait un marquage modére.

Aucune tumeur sous-cutanée concernant la région génitale n’a été enregistrée dans la
population de I’étude (Tab XVI).

Il n’est pas observé de différence d’expression de nétrine-1 entre les mastocytomes sous-
cutanés de localisation différente (Test de Fisher, p=0,911).

3.3.1.2/ Marquage nucléolaire

Tous les cas présentaient un marquage du nucléole avec 1’anticorps N128 excepté un cas (15-
1489/1) pour lequel le nucléole n’était pas visible (Tab XV).

3.3.2/ Anticorps N104

3.3.2.1/ Marquage cytoplasmique polaire

Avec I’anticorps N104, neuf mastocytomes sous-cutanés ne présentaient pas de marquage
cytoplasmique (soit 50% des cas). Un marquage cytoplasmique rare était présent pour cing cas
(soit 28% des cas), un marquage modéré était présent pour quatre cas (soit 22% des cas) et
aucun marquage fréquent n’a été relevé (Tab XV).
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Parmi les dix tumeurs sous-cutanées localisées sur le tronc, six (60% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique, deux (20% des cas) présentaient un marquage rare et deux
(20% des cas) présentaient un marquage modéré.

Parmi les quatre tumeurs sous-cutanées localisées sur les membres, une (25% des cas) ne
présentait aucun marquage cytoplasmique, deux (50%) présentaient un marquage rare et une
(25% des cas) présentait un marquage modére.

Parmi les trois tumeurs sous-cutanées localisées sur la face, deux (66% des cas) ne présentaient
aucun marquage cytoplasmique et une (33% des cas) présentait un marquage rare.

Aucune tumeur sous-cutanée concernant la région génitale n’a été enregistrée dans la
population de 1’étude (Tab XVI).

Tableau XV : Bilan de I’expression cytoplasmique et nucléolaire de la nétrine-1 pour les

mastocytomes sous-cutanés

* les nucléoles n’étaient pas visibles pour un cas (15-1489/1)

N128 2 (11%) 5(28%) 10 (56%) 1 (5%) 0 17 (100%) *

N104 9(50%)  5(28%)  4(22%) 0 18 (100%) 0

Tableau XVI : Expression cytoplasmique de la nétrine-1 selon la localisation des tumeurs au sein des

mastocytomes sous-cutanés

Légende : T=Tronc ; M=Membre ; F=Face ; G=G¢énital

Absence de 1 (10%) 0 1 (33%) 0
marquage
N128 Rare 2 (20%) 1 (25%) 1 (33%) 0
Modéré 6 (60%) 3 (75%) 1 (33%) 0
Fréquent 1 (10%) 0 0 0
Absence de 6 (60%) 1 (25%) 2 (66%) 0
marquage
N104 Rare 2 (20%) 2 (50%) 1 (33%) 0
Modéré 2(20%) 1(25%) 0
Fréquent 0 0 0 0

Il n’est pas observé de différence d’expression de nétrine-1 entre les mastocytomes sous-
cutanés de localisation différente (Test de Fisher, p=0,807).
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3.3.2.2/ Marquage nucléolaire

Aucun marquage nucléolaire n’a été observé avec cet anticorps concernant les mastocytomes
sous-cutanés (Tab XV).

3.4/ Analyse du profil de marquage sous-membranaire

Onze cas de mastocytomes ont présenté un marquage sous-membranaire avec 1’anticorps N128
dont six cas de mastocytomes de bas grade et cinq cas de mastocytomes de haut grade (Tab
XVII). Aucun mastocytome sous-cutané n’a présenté ce profil de marquage.

Seul un cas de mastocytome (de bas grade) a présenté ce profil de marquage avec I’anticorps
N104 (15-1654/4). Ce cas a présenté un marquage cytoplasmique modéré.

Lorsque I’on examine 1’expression cytoplasmique de la nétrine-1, parmi les 11 cas décrits avec
I’anticorps N 128, deux (18%) présentaient un marquage rare (15-1257/3 et 15-1419/2), quatre
cas (36%) présentaient un marquage modéré (13-1733/13 ; 16-0046/7 ; 14-1301/1 ; 15-1654/4)
et cinq cas (46%) présentaient un marquage fréquent (13-1733/1 ; 13-0987 ; 14-1470/1 ; 13-
1103/1 ; 14-1498/1) dont deux (18%) trés fréquent (13-0987 et 14-1470/1) (Tab XVII).

L’expression cytoplasmique des mastocytomes sans marquage sous-membranaire avec
I’anticorps N128 (93 cas) se répartit comme suit : 22 (24%) cas sans marquage cytoplasmique,
37 (40%) cas avec un marquage cytoplasmique rare, 24 (26%) cas avec un marquage
cytoplasmique modéré et dix (10%) cas avec un marquage cytoplasmique fréquent (Tab X VIII).

Tableau XVII : Bilan du marquage cytoplasmique des mastocytomes de bas grade et de mastocytomes

de haut grade ayant un profil d’expression sous-membranaire avec 1’anticorps N128

Marquage cytoplasmique

‘ Absent ‘ Rare Modéré  Fréquent
14-1498/1 1
13-1103/1 1
14-1301/1 1
Bas grade
14-1470/1 1
15-1257/3 1
Profil sous- 15-1654/4 1
membranaire
16-0046/7 1
13-0987 1
Haut grade 15-1419/2 1
13-1733/1 1
13-1733/13 1

110



Tableau XVIII : Etude de I’expression cytoplasmique avec 1’anticorps N128 selon la présence du

profil de marquage sous-membranaire ou son absence dans toute la population

Présent 0 2 (18%) 4 (36%) 5 (46%) 11
Absent 22 (24%) 37 (40%) 24 (26%) 10 (10%) 93

Lorsque I'on compare ces deux groupes, on constate qu’il y a davantage de marquage
cytoplasmique dans le groupe présentant un profil de marquage sous-membranaire avec
I’anticorps N128 (Test de Fisher, p=0,007).

De plus, il semble y avoir davantage de mastocytomes de haut grade présentant ce profil de
marquage (cinq sur 20 soit 25%) que de mastocytomes de bas grade (six sur 66 soit 9%).
Cependant, aucune différence statistique significative n’a été notée (Test du chi2
d’indépendance, p=0,137).

Aucune analyse comparative de I’expression cytoplasmique entre les groupes avec et sans profil
de marquage sous-membranaire avec I’anticorps N104 n’a été réalisée étant donné que seul un
cas a présenté ce profil de marquage avec cet anticorps (15-1654/4).

3.5/ Analyse du profil de marquage avec de gros grains cytoplasmiques

Cinq cas de mastocytomes ont présenté un marquage avec de gros grains cytoplasmiques avec
I’anticorps N128 dont quatre cas de mastocytomes de bas grade et un cas de mastocytome de
haut grade (Tab XIX). Aucun mastocytome sous-cutané n’a présenté ce profil de marquage.
Lorsque ’on examine 1’expression cytoplasmique de la nétrine-1, parmi ces cinq cas, un cas
(20%) présentait un marquage rare (13-1447) et quatre cas (80%) présentaient un marquage
fréquent (14-0543 ; 14-0052 ; 13-1786 et 13-1656/2) (Tab XIX).

A Dinverse, I’expression cytoplasmique des mastocytomes sans profil de marquage avec de
gros grains cytoplasmiques avec I’anticorps N128 (99 cas) se répartit comme suit : 22 (22%)
cas sans marquage cytoplasmique, 38 (39%) cas avec un marquage cytoplasmique rare, 28
(28%) cas avec un marquage cytoplasmique modéré et 11 (11%) cas avec un marquage
cytoplasmique fréquent (Tab XX).

Tableau XIX : Bilan du marquage cytoplasmique avec 1’anticorps N128 des mastocytomes ayant un

profil d’expression avec des gros grains cytoplasmiques

14-0543 1
- , g‘::;e 13-1447 1
rofil gros grains
intracytoplasmiques 14-0052/1 .
Haut =5 1786 1
grade
Profil gros grains Bas 13-1656/2 1
extracytoplasmiques grade
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Tableau XX : Etude de I’expression cytoplasmique avec 1’anticorps N128 selon la présence du profil

de marquage avec de gros grains cytoplasmiques ou son absence dans toute la population

Présent 0 1 (20%) 0 4 (80%) 5
Absent 22 (22%) 38 (39%) 28 (28%) 11 (11%) 99

Lorsque I’on compare ces deux groupes, il semble y avoir davantage de marquage
cytoplasmique dans le groupe présentant un profil de marquage avec de gros grains
cytoplasmiques avec 1’anticorps N128 (Test de Fisher, p=0,001).

Deux cas ont aussi présenté ce profil de marquage avec 1’anticorps N104 : un mastocytome de
bas grade (15-1345/2) et un mastocytome de haut grade (13-0987). Le premier a présenté un
marquage cytoplasmique modéré et le deuxiéme a présenté un marquage cytoplasmique rare
(Tab XXI).

Tableau XXI : Bilan du marquage cytoplasmique avec 1’anticorps N104 des mastocytomes ayant un

profil d’expression avec des gros grains intracytoplasmiques

. Bas 5 134502 1
Profil gros grains  grade
intracytoplasmiques
intracytoplasmiques  Haut . oo |

grade

Nous n’avons pas comparé I’expression cytoplasmique dans ce profil de marquage par rapport
au reste de la population étant donné le faible nombre de cas présentant ce profil de marquage.

3.6/ Analyse du profil de marquage nucléolaire avec I’anticorps N104

Dix-sept cas de mastocytomes ont présenté un marquage nucléolaire avec 1’anticorps N104 dont
16 cas de mastocytomes de bas grade et un cas de mastocytome de haut grade (Tab XXII).
Aucun mastocytome sous-cutané n’a présenté ce profil de marquage.

Lorsque ’on examine I’expression cytoplasmique de la nétrine-1, parmi ces 17 cas, deux cas
(12,5%) ne présentaient aucun marquage (13-1248/1 et 15-1257/3), un cas (6,5%) présentait un
marquage rare (13-1447), huit cas (50%) présentaient un marquage modéré (15-1755 ; 16-0015
; 16-0007 ; 16-0505 ; 16-0241 ; 15-1345/2 ; 15-1654/4 ; 15-1322/3) et cinq cas (31%)
présentaient un marquage fréquent (16-0639 ; 16-0472 ; 16-0647 ; 16-0150 ; 16-0252/3) (Tab
XXII). Le mastocytome de haut grade présentait un marquage cytoplasmique modéré (16-
0046/7) (Tab XXII).

A Tinverse, I’expression cytoplasmique de nétrine-1 des mastocytomes sans marquage
nucléolaire avec ’anticorps N104 (88 cas) se répartit comme suit : 38 (43%) cas sans marquage
cytoplasmique, 29 (33%) cas avec un marquage cytoplasmique rare, 18 (21%) cas avec un
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marquage cytoplasmique modéré et trois (3%) cas avec un marquage cytoplasmique fréquent
(Tab XXIII).

Tableau XXII : Bilan du marquage cytoplasmique avec 1’anticorps N104 des mastocytomes ayant un

marquage nucléolaire

15-1345/2 1
15-1654/4 1
15-1322/3 1
16-0252/3 1
15-1755 1
16-0639 1
16-0505 1
Présence d’'un  pgq grade 16-0241 :
marquage 13-1447 1
nucléolaire 13-1248/1 1
16-0015 1
16-0007 1
16-0472/1 1
16-0150 1
16-0647 1
15-1257/3 1
Haut grade 16-0046/7 1

Tableau XXIII : Etude de I’expression cytoplasmique avec 1’anticorps N104 selon la présence du

profil de marquage nucléolaire ou son absence dans toute la population

Présent 2 (12%) 1 (6%) 8 (47%) 6 (35%) 17
Absent 38 (44%) 29 (33%) 17 (20%) 3 (3%) 87

Lorsque I’on compare ces deux groupes, il semble y avoir davantage de marquage
cytoplasmique dans le groupe présentant un profil de marquage nucléolaire avec 1’anticorps
N104 (Test de Fisher, p=6.10"°).

3.7/ Bilan de I’expression de la nétrine-1 par les mastocytomes cutanés

Le tableau XXIV dresse le bilan de 1’expression cytoplasmique et nucléolaire de nétrine-1 dans
chaque catégorie de mastocytome (Tab XXIV).
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Tableau XXIV : Expression cytoplasmique et nucléolaire de la nétrine-1 dans les mastocytomes

cutanés de bas grade, de haut grade et dans les mastocytomes sous-cutanés

N128
Bas grade
N104
N128
Haut grade
N104
Sons: N128
cutané N104

16 (24%)
24 (36%)
4 (20%)
7 (35%)
2 (11%)
9 (50%)

27 (41%)
20 (30%)
7 (35%)
5 (25%)
5 (28%)
5 (28%)

12 (18%)
16 (24%)
6 (30%)
6 (30%)
10 (56%)
4(22%)

11 (17%)
6 (9%)
3 (15%)
2 (10%)
1 (5%)
0

3(4,5%) 63 (95,5%)
50 (76%) 16 (24%)
0 20 (100%)
19 (95%) 1 (5%)
0 17 (100%)
18 (100%) 0

Les deux figures suivantes donnent un apercu graphique du bilan d’expression nucléolaire et
cytoplasmique de nétrine-1 (Fig 57) (Fig 58).

0% 0%
Bas grade Haut grade Sous-cutané
N128
Il Présent

Bas grade

B Absent

Haut grade Sous-cutané

N104

Figure 57 : Diagrammes en batons représentant le pourcentage de mastocytomes de bas grade, de haut

grade et sous-cutanés présentant un marquage nucléolaire et le pourcentage de ceux n’en présentant
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Bas grade Hautgrade  Sous-cutané Bas grade Hautgrade  Sous-cutané

N128 N104
Il Absent M Rare . Modéré B Fréquent

Figure 58 : Diagrammes en batons représentant le pourcentage de mastocytomes de bas grade, de haut
grade et sous-cutanés parmi les quatre catégories d’expression cytoplasmique de nétrine-1 avec

I’anticorps N128 (a gauche) et N104 (a droite)

Cette étude a révélé la présence d’un marquage cytoplasmique diffus avec 1’anticorps N128
dans 50 cas (75%) de mastocytomes de bas grade, 16 cas (80%) de mastocytomes de haut grade
et 16 cas (89%) de mastocytomes sous-cutanés (Tab XXIV). Avec I’anticorps N104, un
marquage cytoplasmique polaire a été obtenu dans 42 cas (63%) de mastocytomes de bas grade,
13 cas (65%) de mastocytomes de haut grade et neuf cas (50%) de mastocytomes sous-cutanés
(Tab XXIV). Il n’y a pas de différence significative de présence d’expression de nétrine-1 entre
les mastocytomes de bas grade et les mastocytomes de haut grade pour les deux anticorps (Test
de Fisher : p=0,772 avec I’anticorps N128 et p=1 avec I’anticorps N104). La présence de
I’expression de nétrine-1 ne présente pas non plus de différence entre les mastocytomes sous-
cutanés et tous mastocytomes cutanés confondus (mastocytomes de bas grade et de haut grade
réunis) pour les deux anticorps (Test de Fisher : p=0,349 avec I’anticorps N128 et test du chi2
d’indépendance : p=0,400 avec I’anticorps N104).

Lorsque 1’on compare les quatre catégories d’expression cytoplasmique de nétrine-1 entre les
mastocytomes de bas grade et les mastocytomes de haut grade, nous retrouvons une répartition
de marquage cytoplasmique similaire (Test de Fisher : p=0,730 avec I’anticorps N128 et Test
de Fisher : p=0,948 avec l’anticorps N104) (Tab XXIV) (Fig 58). Seule une catégorie
de marquage cytoplasmique avec I’anticorps N128 semblait montrer une différence : 18% des
mastocytomes de bas grade et 30% des mastocytomes de haut grade ont présenté un marquage
cytoplasmique modéré (Fig 58). Cependant, 1’analyse statistique ne révele aucune différence
significative (Test du chi2 d’indépendance, p=0,157).

La comparaison des quatre catégories d’expression cytoplasmique de nétrine-1 entre les
mastocytomes cutanés et les mastocytomes sous-cutanés montre une différence significative
d’expression avec 1’anticorps N128 (Test de Fisher, p=0,039), et non significative avec
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I’anticorps N104 (Test de Fisher, p=0,609). En effet, les résultats different véritablement entre
les deux anticorps concernant les mastocytomes sous-cutanés. Ainsi, la moitié des cas n’ont
présenté aucun marquage avec I’anticorps N104 et a I’inverse, plus de la moitié des cas ont
présenté un marquage modéré avec 1’anticorps N128.

Tous les mastocytomes de haut grade et sous-cutanés ont présenté un marquage nucléolaire
avec I’anticorps N128 alors que 95,5% des mastocytomes de bas grade en ont présenté un. A
I’inverse, tous les mastocytomes sous-cutanés, 95% des mastocytomes de haut grade et 76%
des mastocytomes de bas grade n’ont présenté aucun marquage nucléolaire avec 1’anticorps
N104 (Tab XXIV).

4/ Comparaison de I’expression de la nétrine-1 entre les masses

cutanées d’un méme animal

Sept animaux inclus dans 1’étude présentaient plusieurs mastocytomes cutanés.

Deux animaux avaient au moins deux mastocytomes cutanés de haut grade différents (Animal
6 et 7, Tab XXV). Un animal avait deux masses différentes (14-2012 et 14-1630) tandis que
I’autre animal avait quatre masses différentes (13-1733/1 ; /11 ; /13 et 14-0320).

Pour I’animal 6, I’expression de nétrine-1 avec I’anticorps N128 était identique (marquage
modéré dans les deux masses) alors que 1’expression de nétrine-1 avec I’anticorps N104 était
différente entre les masses (marquage modéré et absence de marquage). La localisation des
masses n’était pas renseignée (Tab XXV).

Concernant I’animal 7, I’expression de nétrine-1 retrouvée avec I’anticorps N128 et I’anticorps
N104 variait de rare a fréquent pour les quatre masses. Trois des quatre masses (13-1733/1, /11
et /13) étaient localisées sur les membres et toutes proches les unes des autres. La quatriéme
masse a ¢été retirée plus tardivement et sa localisation n’était pas connue (Tab XXV).

Quatre animaux avaient deux mastocytomes cutanés de bas grade différents (Animaux 1, 2, 3
et 4) et un animal avait un mastocytome cutané de bas grade et un mastocytome sous-cutané
(Animal 5). Tous les animaux avaient des masses a distance les unes des autres.

L’animal 1 a présenté un marquage cytoplasmique rare dans la premiere masse et absent dans
la seconde avec I’anticorps N128. L’anticorps N104 n’a révélé aucun marquage pour les deux
masses (Tab XXV).

L’animal 2 a présenté un marquage cytoplasmique fréquent pour la premic¢re masse et absent
pour la seconde avec 1’anticorps N128. Avec I’anticorps N104, la premiére masse n’a montré
aucun marquage et la seconde masse a montré un marquage modéré (Tab XXV).

L’animal 3 ne présentait aucun marquage cytoplasmique pour la premiére masse et un
marquage cytoplasmique modéré pour la seconde avec I’anticorps N128. Aucun marquage
n’était visible avec I’anticorps N104 pour les deux masses (Tab XXV).

L’animal 4 présentait un profil de marquage cytoplasmique rare pour les deux masses avec
I’anticorps N128. Le profil de marquage cytoplasmique avec I’anticorps N104 était fréquent
pour la premicre masse et absent pour la seconde (Tab XXV).

Enfin, ’animal 5 a présenté un marquage cytoplasmique rare pour le mastocytome cutané et
modéré pour le mastocytome sous-cutané avec I’anticorps N128. Avec 1’anticorps N104, le
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marquage cytoplasmique était absent pour la masse cutanée et rare pour la masse sous-cutanée
(Tab XXV).

Tableau XXV : Synthése comparative des marquages cytoplasmiques des mastocytomes au sein d’un
méme animal

Note : le cas 13-1248/3 n’est pas gradé car il correspond a un mastocytome sous-cutané

Marquage cytoplasmique
N128 N104
.~ N°  Masse Grade Licu Absent Rare Modéré Elevé |Absent Rare Modéré Elevé
/3 bas t 1 1
Animal 1 15-1257
/1R bas m 1 1
. 1 bas g 1 1
Animal 2 15-0018
/2 bas m 1 1
. /5 bas m 1 1
Animal 3 16-0086
/11 bas m 1 1
/3 bas m 1 1
Animal 4 16-0252
/2 bas m 1 1
/1 bas m 1 1
Animal 5 13-1248
/3 - m 1 1
14-2012 haut i 1 1
Animal 6
14-1630 haut i 1 1
/1 haut m 1 1
13-1733
/11 haut m 1 1
Animal 7
/13 haut m 1 1
14-0320 haut i 1 1

Avec I’anticorps N128, trois animaux ont présenté une similitude d’expression de nétrine-1
entre deux mastocytomes cutanés (16-0252/3 et /2 ; 14-2012 et 14-1630 ; 13-1733/13 et 14-
0320). Avec I’anticorps N 104, trois animaux ont présenté¢ aussi une similitude d’expression de
nétrine-1 bien que ce soit des animaux différents de ceux retrouvés avec 1’anticorps N128 (15-
1257/3 et /1R ; 16-0086/5 et /11 ; 13-1733/11 et /13).

Nous constatons donc que dans moins de la moiti¢ des cas (trois animaux sur sept) I’expression
de nétrine-1 concorde entre les masses cutanées.

5/ Expression de la nétrine-1 dans les métastases ganglionnaires

Parmi les quatre cas d’envahissement des nceuds lymphatiques, trois étaient associés a une
masse cutanée primitive également analysée dans cette étude (Animaux 1, 2 et 3) tandis qu’une
métastase ganglionnaire ne présentait pas de mastocytome cutané inclus dans 1’étude (Animal
4, Tab XXVI). Pour ces quatre cas, comme décrit précédemment, le profil d’immunomarquage
du nceud lymphatique était similaire a celui constaté pour des nceuds lymphatiques sans 1ésion.
Parmi nos quatre cas, un seul (13-1733/2) a révélé un marquage cytoplasmique rare avec
I’anticorps N104 (Tab XXVI). L’autre anticorps n’a pas mis en évidence de marquage pour ce
méme cas et tous les autres cas n’ont présenté aucun marquage des cellules tumorales pour les
deux anticorps.
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Pour I’animal 1, le mastocytome cutané de bas grade primitif présentait un marquage
cytoplasmique rare avec les deux anticorps (Tab XXVI).

Concernant I’animal 2, le mastocytome cutané de haut grade primitif présentait un marquage
cytoplasmique rare avec 1’anticorps N128 et aucun marquage avec ’anticorps N104 (Tab
XXVI).

Enfin, I’animal 3 a présent¢ trois mastocytomes cutanés de haut grade (13-1733/1, /11 et /13)
et une métastase ganglionnaire (13-1733/2). Un quatriéme mastocytome cutané de haut grade
a été retiré mais dans un second temps (14-0320). Les profils de marquage retrouvés avec les
anticorps N128 et N104 variaient de rare a fréquent pour les quatre masses (Tab XXVI).

Tableau XXVI : Synthése comparative de I’expression cytoplasmique de nétrine-1 entre les

mastocytomes cutanés et leur métastase ganglionnaire

X 1 bas t 1 1
Animal 1 14-2204
12 - gg 1 1
haut
Animal2 150417 »  haut f 1 !
/6 - gg 1 1
/1 haut m 1 1
/11 haut 1 1
13-1733 L =
Animal 3 /13 haut m 1 1
12 - gg 1 1
14-0320 haut i 1 1
Animal 4 15-0886/K - gg 1 1

Deux animaux (Animaux 2 et 3) ont présenté une similitude d’expression cytoplasmique de
nétrine-1 avec I’anticorps N104 (14-0320 et 13-1733/2 ; 15-0417/D et /6). Pour les trois cas
avec I’anticorps N128 et pour deux cas (14-2204/1 et /2 ; 13-1733/1, /11 et 13 par rapport a /2)
avec I’anticorps N104, nous avons pu observer une perte d’expression cytoplasmique au sein
de la métastase ganglionnaire du mastocytome cutané. Il semble ainsi y avoir une tendance a la
perte d’expression de nétrine-1 lors de 1’acquisition du phénoméne métastatique.

Concernant le marquage des nucléoles des cellules tumorales métastatiques ganglionnaires,
alors que tous les cas n’ont présenté aucun marquage avec I’anticorps N104, deux cas (Animaux
1 et 2) avec I’anticorps N128 n’ont présenté aucun marquage nucléolaire (Tab XXVII). Or,
pour ces deux cas, la masse cutanée primitive présentait ce type de marquage. Ainsi, dans deux
cas sur trois, il semble y avoir une perte du marquage nucléolaire lors de 1’acquisition du
phénomene métastatique.
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Tableau XXVII : Syntheése comparative de 1’expression nucléolaire de nétrine-1 entre les

mastocytomes cutanés et leur métastase ganglionnaire

Légende : t=tronc ; gg=ganglion ; m=membre ; f=face ; i=inconnu

Marquage nucléolaire | Marquage nucléolaire
N128 N104
Ne Masse Lieu Absent Présent Absent Présent
1 t 1 1
Animal1  14-2204
/2 gg 1 1
/D f 1 1
Animal 2 15-0417
/6 gg 1 1
/1 m 1 1
/11 m 1 1
13-1733
Animal 3 /13 m 1 1
/2 gg 1 1
14-0320 i 1 1

IV/ Discussion

1/ Analyse de la population

La population étudiée est composée de 26 races différentes dont les plus fréquentes sont le
Boxer et le Labrador, conformément a la description retrouvée dans la littérature (Patnaik Ehler
et McEwen 1984 ; Blackwood et al 2012 ; Murphy et al 2004 ; Mullins et al 2006). Nous ne
retrouvons pas beaucoup de Shar-Pei dans notre étude alors qu’elle est une race fréquemment
décrite pour étre prédisposée au développement de mastocytomes cutanés. Il est possible que
les environs de 1’école vétérinaire de Lyon soit une région avec peu d’individus appartenant a
cette race, d’ou un faible recrutement de ces cas.

La population est agée de deux a treize ans avec une médiane de huit ans. La littérature est
variée a ce sujet et des études décrivent une médiane de sept ans (Kiupel et al 2005 ; Kiupel et
al 2011), d’autres de neuf ans (Baker-Gabb Hunt et France 2003 ; Mullins et al 2006 ; Patnaik
Ehler et McEwen 1984). Les Boxers sont plus jeunes que les autres races dans notre étude avec
une médiane de sept ans. Un autre auteur décrit le développement de mastocytomes cutanés
plus tot dans cette race (Baker Baker-Gabb Hunt et France 2003).

Une égalité des sexes a été retrouvée dans 1’étude, conformément a la littérature (Patnaik Ehler
et McEwen 1984 ; Murphy et al 2004 ; Blackwood et al 2012).

Les localisations des tumeurs les plus fréquentes dans cette étude sont les membres (42%), le
tronc (35%), puis la face et 1’appareil génital (11% chacun). Cela correspond bien avec les
¢tudes déja établies (Welle et al 2008 ; Murphy et al 2004). Murphy et al retrouvent 43% des
tumeurs sur les membres, 43% sur le tronc et I’appareil génital associés et 14% sur la face.

Nous avons choisi d’utiliser le grading de Kiupel car plusieurs études décrivent sa supériorité
pronostique sur le grading de Patnaik (Kiupel et al 2011 ; Sebattini et al 2015).
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Dans cette étude, 63% des mastocytomes étaient de bas grade, 19% étaient de haut grade et
17% étaient sous-cutanés. Parmi les mastocytomes cutanés, 77% étaient de bas grade et 23%
¢taient de haut grade. Cela correspond a une étude récente qui retrouve 76,4% des
mastocytomes de bas grade et 23,6% de mastocytomes de haut grade (Stefanello et al 2015).

L’analyse des résultats croisés du grading de Kiupel et de la localisation des tumeurs n’a pas
révélé de site anatomique privilégiant le développement de mastocytomes plus agressifs. En
d’autres termes, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre le site anatomique et le pronostic
du mastocytome, bien qu’aucune analyse statistique n’ait été réalisée.

En revanche, il est apparu que les mastocytomes sous-cutanés semblent survenir
préférentiellement sur le tronc de 1’animal (dix cas sur 18 soit 56% des cas). Thompson et al
retrouvent une incidence tronculaire dans 41% des cas puis dans 45% des cas dans une seconde
¢tude (Thompson et al 2011a ; Thompson et al 2011b). Cela concorde donc avec les données
de la littérature.

Dans D’ensemble, la population de notre étude refléte les principales caractéristiques
épidémiologiques associées aux mastocytomes cutanés et sous-cutanés. Ainsi, dans cette étude
rétrospective, les biais de recrutement apparaissent mineurs.

2/ Analyse des immunomarquages ciblant la nétrine-1

Etant la premiére étude a se consacrer a la recherche d’une expression de nétrine-1 dans des
mastocytomes cutanés et dans des métastases ganglionnaires de mastocytome cutané, nous
exposerons nos résultats en tentant de les interpréter a la lumicre des connaissances
scientifiques recensées sur la nétrine-1. Nous dresserons des ¢léments de comparaison entre
notre travail et celui publié sur I’expression de la nétrine-1 dans un autre cancer du chien : les
lymphomes (Rhumy 2016).

2.1/ Tissu cutané et sous-cutané péritumoral

Un marquage nucléolaire des parties saines de la peau (kératinocytes, macrophages, cellules
endothéliales et épithéliales cutanées) a été observé avec 1’anticorps N128. Plusieurs raisons
peuvent tre évoquées.

11 a été montré que les épithéliums exprimaient la nétrine-1 et que celle-ci jouait un role dans la
régulation des interactions cellules-cellules (Salminen et al 2000 ; Yebra et al 2003 ; Srinivasan
et al 2003 ; Breuck et al 2003). De plus, des études révelent que les cellules endothéliales et les
tissus musculaires lisses vasculaires expriment les récepteurs a la nétrine-1 qui stimulent
I’angiogenese (Nguyen et Cai 2006 ; Wilson et al 2006 ; Cirulli et Yebra 2007 ; Castets et al
2009). Toutefois, nous n’expliquons pas pourquoi nous retrouvons une localisation nucléolaire
de la nétrine-1. Seules les cellules des glandes sudoripares ont présenté un discret marquage
cytoplasmique.

Aucun marquage n’a été noté avec I’anticorps N104.

Il n’a pas été non plus constaté de changement d’expression (gain d’expression notamment)
dans les tissus péri-tumoraux histologiquement normaux comparés a du tissu cutané sain
(observation personnelle 2016). La tumeur ne semble donc pas influencer 1’expression de
nétrine-1 dans son stroma.
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2.2/ Neeud lymphatique avec invasion métastatique

Comme décrit précédemment, le profil d’immunomarquage des nceuds lymphatiques était
similaire a celui constaté pour des nceuds lymphatiques sans 1ésion (observation personnelle,
Rhumy 2016).

Les nceuds lymphatiques analysés dans notre étude ne peuvent étre considérés comme sains,
méme s’ils sont morphologiquement dans les limites de la normale, du fait de la présence
d’envahissement (toujours partiel) par des cellules tumorales, focalement ou multifocalement.
Cet envahissement tumoral ne modifie donc pas I’expression de nétrine-1 dans le stroma des
sites d’implantation secondaire des cellules tumorales, contrairement a ce qui avait été décrit
lors de généralisation des lymphomes du chien (Rhumy 2016). Cependant, cela avait été décrit
pour la rate et le foie mais pas dans le cadre de métastase ganglionnaire.

2.3/ Pattern d’expression de la nétrine-1 dans les mastocytes tumoraux

Dans une ¢étude, I’anticorps N128 est connu pour présenter davantage un marquage nucléolaire
que cytoplasmique tandis que I’anticorps N104 présente un marquage surtout cytoplasmique
(Rhumy 2016). Dans notre étude, nous ne retrouvons pas ces résultats pour 1’anticorps N128.
En effet, cet anticorps a révélé une large majorité de marquage nucléolaire (100 cas sur 103 soit
97% de marquage nucléolaire) mais aussi un profil d’expression cytoplasmique diffus dans 82
cas (soit 79% de marquage cytoplasmique) auquel pouvaient étre associés deux autres profils
de marquage : un profil caractérisé par la présence de gros grains cytoplasmiques (cinq cas) et
un profil de marquage cytoplasmique sous-membranaire (11 cas) (Tab XVII) (Tab XIX) (Tab
XXIV).

L’anticorps N104 a lui présenté un marquage nucléolaire pour 17 cas (soit 16%) inclus dans
I’étude et un profil d’expression cytoplasmique polaire pour 64 cas (soit 62% de marquage
cytoplasmique) auquel pouvaient étre associés deux autres profils : un profil de marquage
caractérisé par la présence de gros grains cytoplasmiques (deux cas : 15-1345 et 13-0987) et un
profil de marquage cytoplasmique sous-membranaire (un cas : 15-1654/4) (Tab XXI) (Tab
XXIV).

Ainsi, anticorps N128 a tendance a marquer davantage les nucléoles et le cytoplasme des
cellules tumorales que 1’anticorps N104. De plus, le profil de marquage cytoplasmique retrouvé
est différent selon les deux anticorps : focal pour I’anticorps N104 et diffus pour I’anticorps
N128. Ces anticorps ont été créés pour fixer une méme protéine, la nétrine-1, et pourtant ils
présentent des profils de marquage différents.

Nous savons qu’ils fixent des régions différentes de la nétrine-1 : I’anticorps N128 reconnait
les résidus 22 a 603 alors que I’anticorps N104 reconnait les résidus 501 a 604 (Rhumy 2016).
Néanmoins, si seul I’épitope reconnu de la protéine différait, nous retrouverions des profils de
marquage similaires, ce qui n’est pas le cas. Des isoformes différents de la protéine, et
différemment fixés selon I’anticorps choisi, pourraient expliquer ces différences de marquage.
Or, il a été rapporté I’existence au sein de populations de cellules tumorales humaines, d’un
peptide tronqué de la nétrine-1 nommé AN-Nétrine-1 et localisé dans le nucléole de ces cellules.
Malheureusement, il semble peu probable que 1’anticorps N128 soit plus affin pour cette forme
de la nétrine-1 que I’anticorps N104 car d’une part, ’anticorps N128 marque aussi largement
le cytoplasme des mastocytomes (et davantage que l’anticorps N104) et d’autre part, le
marquage nucléolaire avec 1’anticorps N128 est ubiquiste (cellules épithéliales, endothéliales,
kératinocytes, cellules des glandes cutanées et des follicules pileux mais aussi cellules
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lymphoides et non lymphoides des ganglions analysés dans 1’étude). Or, AN-Nétrine-1 a été
retrouvé uniquement dans le cadre de processus tumoral et pas dans des tissus sains (Delloye-
Bourgeois et al 2012). La réelle signification du marquage nucléolaire avec I’anticorps N128
demeure encore inconnue.

Les cellules tumorales dans les lymphomes canins exprimaient aussi la nétrine-1 dans leur
cytoplasme avec I’anticorps N128 mais seulement dans 11% des cas (Rhumy 2016). 11 a été
conclu que cette expression cytoplasmique avec cet anticorps soit témoin d’une agressivité
particuliere. Cela semble peu probable dans notre étude puisqu’il ne semble pas y avoir de
différence d’expression cytoplasmique entre les mastocytomes de bas grade et de haut grade
selon Kiupel (voir chapitre suivant).

Dans le chapitre 1V/2.4.5, nous verrons que nous supposons le marquage nucléolaire avec
I’anticorps N104 étre associé a un gain d’expression de nétrine-1. Cela serait compatible avec
I’idée que cet anticorps soit moins affin et détecte la protéine uniquement lorsqu’une grande
quantité de nétrine-1 est présente.

D’autre part, nous avons constaté un marquage cytoplasmique des mastocytes tumoraux en
mitose avec 1’anticorps N128, de maniére similaire au marquage des mitoses de lymphocytes
tumoraux dans les lymphomes du chien (Rhumy 2016).

2.4/ Analyse des résultats des marquages des mastocytomes cutanés

2.4.1/ Analyse comparative du marquage cytoplasmique entre les
mastocytomes cutanés

L’analyse de la présence de I’expression cytoplasmique de nétrine-1 entre les mastocytomes de
bas grade et de haut grade n’a pas montré de différence significative avec les deux anticorps.
De méme, I’analyse des quatre catégories d’expression cytoplasmique n’a pas montré non plus
de différence entre ces mastocytomes avec les deux anticorps. Enfin, aucune différence n’a été
relevée lorsque la présence de 1I’expression cytoplasmique de nétrine-1 entre les mastocytomes
cutanés et ceux sous-cutanés est comparée. Cependant, lorsque nous comparons les quatre
catégories d’expression cytoplasmique de nétrine-1, nous observons une différence
significative entre les mastocytomes cutanés et sous-cutanés (Test de Fisher, p=0,039).

Or, de nombreuses études décrivent ’expression de nétrine-1 par des cellules tumorales
humaines comme associée a un pronostic sombre, a la progression tumorale et au phénomene
métastatique (Fitamant et al 2008 ; Delloye-Bourgeois et al 2009b ; Papanastasiou et al 2011 ;
Dumartin et al 2010 ; Link et al 2007 ; Delloye-Bourgeois et al 2009a).

Ainsi, nous ne nous attendions pas a déceler une expression de nétrine-1 au sein des
mastocytomes de bas grade et des mastocytomes sous-cutanés, étant des tumeurs dont le
pronostic est plus favorable que les mastocytomes de haut grade (Kiupel et al 2011 ; Sledge
Webster et Kiupel 2016 ; Stefanello et al 2015 ; Sebattini et al 2015 ; Thompson et al 2011a ;
Thompson et al 2011b).

Il aurait été intéressant d’évaluer 1’expression de marqueurs de prolifération cellulaire pour ces
mastocytomes car il faut rappeler I’existence de comportements agressifs au sein de
mastocytomes de bas grade. En effet, 14,9% des mastocytomes de bas grade ont métastasé au
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moment du diagnostic (Sledge Webster et Kiupel 2016 ; Stefanello et al 2015). Cependant,
méme si quelques mastocytomes de bas grade ont pu avoir un comportement particuliérement
agressif, cela n’explique pas la large majorité de mastocytomes de bas grade exprimant la
nétrine-1.

Concernant les mastocytomes sous-cutanés, nous avons vu que le profil de marquage des deux
anticorps était tres différent. D’aprés les données pronostiques de ces mastocytomes, il
semblerait que ce soit le profil de marquage obtenu avec I’anticorps N104 qui corresponde le
mieux. En effet, la moiti¢ des mastocytomes sous-cutanés ne présentent pas de marquage avec
cet anticorps et aucun marquage fréquent n’a été relevé. La grande quantit¢ de marquage
cytoplasmique modéré avec I’anticorps N128 correspond t-elle au marquage d’une isoforme de
la nétrine-1 ayant un autre role que celui de promouvoir la survie cellulaire ? Des expériences
in vitro évaluant la survie des cellules tumorales ayant présenté un marquage cytoplasmique
avec I’anticorps N 128, en présence puis en absence de nétrine-1 (par des molécules anti-nétrine-
1), permettraient de répondre a cette question.

Méme si aucune différence d’expression cytoplasmique de nétrine-1 entre mastocytomes de bas
grade et de haut grade n’a été constatée, la catégorie de marquage cytoplasmique modéré avec
I’anticorps N128 semble toutefois montrer une différence d’expression de nétrine-1 entre les
tumeurs de haut grade et de bas grade (18% des mastocytomes de bas grade contre 30% des
mastocytomes de haut grade). Cette différence demeure cependant statistiquement non
significative (Test du chi2 d’indépendance, p=0,157). Nous pensons que cela résulterait d’un
manque de puissance de 1’é¢tude. De nouvelles études plus puissantes devront statuer sur cette
potentielle différence, qui, si elle existe, permettrait de retrouver une correspondance avec les
données de la littérature (la présence de nétrine-1, a caractére pronostique péjoratif, serait
associée aux mastocytomes de haut grade dont le pronostic est sombre). Ainsi, une expression
de nétrine-1 supérieure a 5% des cellules tumorales avec 1’anticorps N128 pourrait étre associée
aux mastocytomes de haut grade selon Kiupel.

2.4.2/ Analyse des profils de marquage cytoplasmique sous-membranaire et
avec de gros grains avec [’anticorps N128

Le profil de marquage sous-membranaire a concerné six cas (9%) de mastocytomes de
bas grade et cinq cas (25%) de mastocytomes de haut grade. Aucun cas de mastocytome
sous-cutanés n’a présenté ce profil de marquage. Le marquage sous-membranaire
pourrait étre associé au grading de Kiupel et constituer une forme d’expression suggérant
un gain d’expression de nétrine-1. Cependant, les tests statistiques ne mettent pas en évidence
de différence significative d’expression sous-membranaire entre les mastocytomes de bas grade
et ceux de haut grade (Test du chi2 d’indépendance avec correction de Yates, p=0,138). Nous
pouvons penser que cela ne tient qu’a la faible puissance de I’étude.

I a été établi pour le récepteur c-kit qu'une expression anormale était associée a I’agressivité
de la tumeur (Webster et al 2007). Cependant, la distribution intracytoplasmique péri-
membranaire était dans ce cas une forme d’expression normale (Kiupel et al 2004). Le récepteur
c-kit étant un récepteur transmembranaire, retrouver un profil d’expression sous-membranaire
s’entend bien. En revanche, un profil d’expression sous-membranaire de nétrine-1 pourrait
signifier sa fixation aux récepteurs ou sa production locale en regard des récepteurs et constituer
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une voie de transformation tumorale. D’ailleurs, les radeaux lipidiques sont supposés héberger
les récepteurs a dépendance fixant la nétrine-1 et servir a apporter tous les agents intracellulaires
nécessaires (Guirland et al 2004). En cas de production de nétrine-1, la cellule pourrait
I’exprimer en regard de ces récepteurs via les radeaux lipidiques.

Lorsque I’on s’intéresse a I’expression cytoplasmique de la nétrine-1 et au profil d’expression
sous-membranaire, nous pouvons remarquer que parmi les 11 cas d’expression sous-
membranaire avec Danticorps NI128, cinq (46%) présentaient un marquage
cytoplasmique fréquent dont deux (18%) trés fréquent (Tab XVIII). De plus, le groupe de
mastocytomes ayant un profil de marquage sous-membranaire a significativement plus de
marquage cytoplasmique de nétrine-1 que pour les mastocytomes ne présentant pas ce profil
de marquage (Test de Fisher, p=0,007) (Tab XVIII).

A la lumiere de ces résultats, I’anticorps N128 pourrait mettre en évidence, a travers son profil
de marquage sous-membranaire, préférentiellement des mastocytomes de haut grade ayant une
expression cytoplasmique significative de nétrine-1.

Le profil de marquage caractérisé par la présence diffuse de gros grains cytoplasmiques
a concerné quatre cas (6%) de mastocytomes de bas grade et un cas (5%) de mastocytome
de haut grade. Quatre de ces cinq cas (80%) présentaient un marquage cytoplasmique
fréquent. Il semble y avoir davantage de marquage cytoplasmique dans le groupe présentant
un profil de marquage avec de gros grains cytoplasmiques avec 1’anticorps N128 (Test de
Fisher, p=0,001), mais les effectifs étant petits, ces résultats doivent étre lus avec précaution. Il
semble y avoir autant de mastocytomes de bas grade (6%) que de mastocytomes de haut grade
(5%) qui présentent ce profil de marquage. Cependant, les mastocytomes de haut grade étant
peu représentés par rapport aux mastocytomes de bas grade, il se pourrait en réalité que ce profil
de marquage soit davantage présent dans les mastocytomes de haut grade.

Pour le cas 13-1656/2, les grains marqués ¢étaient extracellulaires. Ces grains
extracytoplasmiques sont sans doute identiques a ceux retrouvés en position
intracytoplasmiques et ont dii s’étre extériorisés par un événement actif de la cellule.

Ainsi, la présence de gros grains intra ou extracytoplasmiques pourraient étre un profil de
marquage témoignant de mastocytomes présentant un gain d’expression de nétrine-1 (méme si
cette étude n’a pas permis de corréler 1I’expression de nétrine-1 avec un critére pronostique).

2.4.3/ Analyse des profils de marquage cytoplasmique sous-membranaire et
avec de gros grains avec [’anticorps N104

Deux mastocytomes (un de bas grade et un de haut grade) ont présenté un profil de marquage
avec de gros grains cytoplasmiques et un mastocytome de bas grade a présenté un marquage
sous-membranaire. Pour cet anticorps, ces profils de marquage ne semblent pas étre associés a
un gain d’expression de nétrine-1 car seul un ou deux cas sur nos 104 cas au total ont présenté
ces profils de marquage, qui de plus correspondent a des mastocytomes de bon pronostic dans
deux cas sur trois.
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2.4.4/ Localisation tumorale et marquage cytoplasmique

Que ce soit avec les anticorps N128 ou N104, il ne semble pas y avoir de corrélation entre la
localisation de la tumeur et I’expression cytoplasmique de la nétrine-1 pour les mastocytomes
de bas grade (Test de Fisher, p=0,090 avec 1’anticorps N128 et p=0,558 avec I’anticorps N104).

Concernant les mastocytomes de haut grade et les mastocytomes sous-cutanés, le faible nombre
de cas dans chaque catégorie ne nous permet pas de dégager de tendance particuliére. La
littérature fait débat concernant 1’association entre la localisation et le pronostic d’un
mastocytome. Certaines études rapportent un pronostic plus sombre pour la région cutanéo-
muqueuse (Thamm Turek et Vail 2006), la région inguinale (Blackwood 2012), la région
digitée (Stefanello et al 2015) et la région tronculaire (Kiupel et al 2005) tandis que d’autres ne
retrouvent pas d’incidence sur le pronostic (Stefanello et al 2015 ; Sfiligoi et al 2005 ; Thamm
Mauldin et Vail 1999 ; Kiupel et al 2005).

L’expression cytoplasmique de nétrine-1 ne semble pas étre un marqueur d’agressivité
car ne semble pas corrélée au grading de Kiupel, le principal élément pronostique des
mastocytomes cutanés. Cependant nous avons vu que la catégorie « marquage modéré »
pourrait étre associée aux mastocytomes de haut grade, mais une étude plus puissante est
nécessaire pour pouvoir ’affirmer. De plus, les profils de marquage cytoplasmique sous-
membranaire et avec de gros grains cytoplasmiques avec ’anticorps N128 pourraient étre
associés a une expression cytoplasmique forte de nétrine-1 et donc a un gain d’expression.
En outre, le marquage sous-membranaire pourrait étre associé aux mastocytomes de haut
grade bien que la puissance de I’étude était sans doute trop faible pour le mettre en
évidence.

2.4.5/ Analyse du marquage nucléolaire

Avec I’anticorps N128, 95,5% des mastocytomes de bas grade et 100% des mastocytomes de
haut grade et des mastocytomes sous-cutanés présentaient des nucléoles marqués (excepté un
cas de mastocytome sous-cutané pour lequel les nucléoles n’étaient pas visibles). Le marquage
nucléolaire de nétrine-1 avec ’anticorps N128 semble identique entre les mastocytomes
de bas grade et les mastocytomes de haut grade. Pourtant, les résultats obtenus dans un
travail étudiant les lymphomes du chien permettaient de constater une perte d’expression
nucléolaire dans les lymphomes B de haut grade (Rhumy 2016). Cependant, cette observation
ne convenait pas avec le modeéle selon lequel I’expression nucléolaire de nétrine-1 est associée
a une forte prolifération cellulaire (Delloye-Bourgeois et al 2012). Il est intéressant de constater
que cette étude n’a pas mis en évidence de perte d’expression nucléolaire pour les lymphomes
T du chien (Rhumy 2016). Il serait donc possible que le mastocytome cutané soit un type de
cancer canin qui n’est pas caractérisé par la perte d’expression nucléolaire de nétrine-1 avec
I’anticorps N128.

A P’inverse, trois mastocytomes de bas grade n’ont présenté aucun marquage nucléolaire avec
I’anticorps N128. Parmi eux, un cas (14-1498/1) a révélé un marquage cytoplasmique fréquent
tandis que les deux autres ont présenté un marquage cytoplasmique rare ou absent. D’ailleurs,
le cas 14-1498/1 a révélé en plus un profil de marquage cytoplasmique sous-membranaire avec
I’anticorps N 128, une caractéristique que nous supposons étre associée a un gain d’expression
de nétrine-1 et un caractére agressif (association supposée avec les mastocytomes de haut
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grade). L’absence de profil de marquage nucléolaire avec I’anticorps N 128 constituerait-elle un
indice d’agressivité tumorale ? Aucun mastocytome de haut grade n’a présenté une absence de
marquage nucléolaire avec cet anticorps, contredisant cette hypothése bien que ces
mastocytomes soient peu représentés par rapport aux mastocytomes de bas grade (20 cas pour
66 mastocytomes de bas grade). Ainsi, une absence de marquage nucléolaire ne semble pas
corrélée a une expression cytoplasmique forte de nétrine-1 et donc a un gain d’expression.

L’anticorps N104 n’est pas caractérisé par le marquage des nucléoles des cellules. Pourtant, 17
cas de mastocytomes en ont présenté un dont 16 cas (24%) de mastocytomes de bas grade et un
cas (5%) de mastocytome de haut grade. Nous retrouvons davantage de marquage
cytoplasmique lorsqu’un marquage nucléolaire est présent avec cet anticorps (Test de Fisher,
p=6.10°). Le marquage nucléolaire semble coincider avec I’apparition du marquage
cytoplasmique avec ’anticorps N104 et pourrait témoigner de I’apparition d’un gain
d’expression de nétrine-1. Nous supposons que cet anticorps soit moins affin pour la nétrine-
1 et que la présence d’un marquage nucléolaire avec cet anticorps révele une sur-expression
cellulaire de nétrine-1.

Nous pouvons remarquer que le marquage nucléolaire avec N104 concerne 24% des
mastocytomes de bas grade et seulement 5% des mastocytomes de haut grade. Donc, les
mastocytomes de bas grade présenteraient un gain d’expression de nétrine-1, ce qui rejoint nos
premicres observations quant a l’expression de nétrine-1 dans les mastocytomes (pas de
corrélation au grading de Kiupel). En effet, nous attendions un gain d’expression de nétrine-1
uniquement dans les tumeurs de haut grade ou a défaut, une égalité d’expression de nétrine-1
entre les mastocytomes de bas grade et de haut grade d’aprés les premiers résultats de 1’étude
(Pexpression cytoplasmique de nétrine-1 ne présentant pas de différence entre les
mastocytomes de bas grade et de haut grade). Il se peut simplement que les mastocytomes de
haut grade ne soient pas assez représentés dans 1’étude (moins d’un cas sur quatre était un
mastocytome cutané de haut grade).

2.5/ Des profils d’expression suspectés d’€tre associés a un gain
d’expression de nétrine-1 ?

Enfin, si la présence d’un marquage nucléolaire avec I’anticorps N104, la présence d’un profil
de marquage cytoplasmique sous-membranaire ou avec de gros grains avec I’anticorps N128
caractérisent les mastocytomes agressifs, nous aurions pu retrouver une correspondance entre
les cas. Or, seul cinq cas sur 33 (15%) présentaient au moins deux de ces profils. Trois cas
présentaient un marquage cytoplasmique sous-membranaire et un marquage nucléolaire (15-
1257/3 ; 15-1654/4 ; 16-0046/7), un cas présentait un marquage cytoplasmique sous-
membranaire et des gros grains cytoplasmiques (13-0987) et un cas présentait un marquage
nucléolaire et des gros grains cytoplasmiques (13-1447).

Soit certains critéres pourraient faussement révéler un caractére plus agressif du fait de
I’hétérogénité de la population (manque de représentation des mastocytomes de haut grade et
des mastocytomes sous-cutanés), soit nos observations sont avérées et il n’y a aucune
corrélation entre I’expression de nétrine-1 et le pronostic des mastocytomes cutanés.
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2.6/ Analyse de D’expression différentielle de la nétrine-1 entre les
mastocytomes cutanés d’un méme animal

Deux animaux (sur 16 animaux ayant un mastocytome de haut grade soit 12,5%) avaient
plusieurs mastocytomes de haut grade, quatre animaux (sur 62 animaux ayant un mastocytome
de bas grade soit 6%) avaient plusieurs mastocytomes de bas grade et un animal avait un
mastocytome de bas grade et un mastocytome sous-cutané. Ainsi, il n’apparait pas que le
caractere multicentrique (définit dans notre étude par I’apparition simultanée de plusieurs
tumeurs) soit associ¢ au grading de Kiupel, comme retrouvé dans la littérature (Kiupel et al
2011). En effet, les études récentes ne ’associent pas a un pronostic plus sombre (Thamm
Mauldin et Vail 1999 ; Murphy et al 2006 ; Mullins et al 2006).

Lorsque I’expression de la nétrine-1 est comparée dans les différentes tumeurs cutanées
apparues sur un méme animal, nous pouvons noter une grande variabilité d’expression de
nétrine-1 entre les tumeurs. Seuls trois animaux sur sept ont présenté¢ des similitudes
d’expression avec chacun des anticorps. Il aurait été intéressant d’estimer leur agressivité
respective en évaluant I’expression de marqueurs de prolifération cellulaire car un animal aurait
pu présenter plusieurs tumeurs d’agressivité différente, d’ou la variabilit¢ des résultats
d’expression de nétrine-1 obtenus (en supposant que la nétrine-1 ait bien un intérét
pronostique).

Une autre possibilité serait que les trois animaux ayant des expressions de nétrine-1
concordantes entre les tumeurs cutanées aient des métastases locales d’un méme processus
tumoral et donc des clones de cellules tumorales exprimant de fagon identique la nétrine-1. Une
minorité de mastocytomes multicentriques aurait donc des métastases cutanées d’un méme
mastocytome.

Pourtant, les observations relatées dans le paragraphe suivant remettent en question notre
hypothéese selon laquelle le mastocytome multicentrique correspond en réalité a des tumeurs
d’origines différentes.

2.7/ Analyse des marquages des métastases ganglionnaires

Aucun cas n’a révélé de marquage cytoplasmique des mastocytomes métastatiques excepté un
seul avec I’anticorps N104. De plus, deux cas n’ont révélé aucun marquage nucléolaire alors
que leurs tumeurs cutanées primitives en présentaient un. Ainsi, lorsque ’on compare
I’expression de la nétrine-1 entre la ou les masse(s) cutanée(s) et la métastase ganglionnaire,
nous pouvons remarquer une perte ou une diminution de I’expression cytoplasmique et
nucléolaire de la nétrine-1 a 1’acquisition de la faculté métastatique. Cela va a I’encontre des
résultats publiés (Fitamant et al 2008 ; Delloye-Bourgeois et al 2009b ; Papanastasiou et al
2011). En revanche, une étude effectuée a VetAgro Sup dans les mémes conditions que ce

présent travail a retrouvé des résultats similaires pour des cas de lymphomes canins généralisés
(Rhumy 2016).

Ces résultats sont pour le moins étonnants car le gain d’expression de nétrine-1 aurait pu
expliquer précisément I’échappement a I’apoptose, permettant 1’installation de métastases par
la création d’un environnement favorable a la survie des cellules tumorales. L’acquisition du
pouvoir métastatique des mastocytomes de I’étude a di dépendre d’autres mécanismes
tumoraux que le gain d’expression de nétrine-1.
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3/ Limites de 1’étude

Notre étude a donc utilisé des anticorps non spécifiques de la nétrine-1 du chien et I’anticorps
N128 a présenté un bruit de fond important lors des marquages. Ce bruit de fond a pu géner
voire surestimer la proportion de cellules tumorales présentant un marquage cytoplasmique.
L’unique pathologiste qui a lu I’ensemble des lames de ce travail en a tenu compte lors de son
interprétation. Par ailleurs, il aurait été intéressant d’obtenir de multiples avis pour évaluer leur
degré de correspondance.

De plus, nous n’avons pas évalué le degré de correspondance d’expression de la nétrine-1 au
sein de plusieurs coupes d’une méme tumeur. En effet, une tumeur pourrait étre hétérogeéne et
détenir des cellules tumorales exprimant la nétrine-1 et d’autres non. Cela pourrait faussement
influencer les résultats d’interprétation des marquages. Ainsi, un cas a révélé la présence de
marquage notamment en périphérie de la tumeur (13-0925/1) alors qu’un autre cas (13-1733/1)
a révélé la tendance au regroupement des cellules tumorales marquées. Deux autres cas ont
présenté une répartition hétérogéne du marquage cytoplasmique au sein du tissu cutané examiné
(14-0052/1 et 14-1301/1).

Enfin, une derniére faiblesse de cette étude est son manque de puissance statistique. Cependant,
elle n’a pas été construite dans 1’objectif de fournir une preuve étayée par une analyse statistique
mais plutdt pour étre une étude de concept. De ce fait, les effectifs sont petits dans les catégories
et ces dernicres ne sont pas homogenes (les mastocytomes de bas grade forment un groupe de
66 cas pour 20 mastocytomes de haut grade et 18 mastocytomes sous-cutanés). De nouvelles
¢tudes devront étre entreprises avec la détermination statistique préalable du nombre de cas
dans chaque catégorie pour obtenir une puissance satisfaisante.

4/ Perspectives de 1’étude

Notre étude a été congue dans le but de savoir si les mastocytomes cutanés du chien exprimaient
la nétrine-1, avec I’espoir d’ouvrir de nouvelles opportunités thérapeutiques.

Nous avons révélé que les mastocytomes de bas grade et les mastocytomes de haut grade avaient
une expression cytoplasmique et nucléolaire de nétrine-1, et que cette expression ne semblait
pas montrer de différence significative. De nouvelles études devront s’attacher a montrer un
gain actif d’expression de la protéine par la constatation d’une augmentation de son ARNm via
des méthodes quantitatives comme la RT-q-PCR. Ces résultats devront étre interprétés avec
précaution puisqu’une ¢tude récente fait état de I’existence d’un peptide tronqué de nétrine-1,
nommé AN-nétrine-1, pouvant partager des similitudes d’ARNm. Des amorces particulicres
devront étre choisies. En effet, jusqu’a présent, la détection d’ARNm de nétrine-1 dans la
littérature pouvait concerner les deux peptides : nétrine-1 ou AN-nétrine-1. De plus, cette
différenciation des peptides est primordiale car d’une part AN-nétrine-1 a une localisation
nucléolaire et serait non atteignable par des thérapies médicamenteuses et d’autre part cette
isoforme n’a pas de réle sur la survie cellulaire (Delloye-Bourgeois et al 2012).

Ensuite, si un gain d’expression de nétrine-1 est mis en évidence, il faudra savoir s’il est bien
responsable de la survie des cellules tumorales. Des études in vitro permettraient d’évaluer la
survie cellulaire, simplement en privant les cellules de leur ligand, et en montrant le
déclenchement de 1’apoptose.
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Enfin, notre étude n’a pas permis de montrer que 1’expression de la nétrine-1 était un facteur
pronostic péjoratif car il n’y a pas d’association entre le grading de Kiupel et I’expression
cytoplasmique de la nétrine-1. Une étude prospective recueillant les informations sur la survie
des patients et analysant 1’expression de nétrine-1 dans les tumeurs permettrait de répondre a
cette question.

Si toutefois ces études se révélaient infructueuses, de nouveaux travaux devront s’attacher a
analyser 1’expression des récepteurs a dépendance de la nétrine-1 dans le mastocytome cutané,
notamment les récepteurs UNCS5, car leur perte d’expression est décrite dans de nombreux
cancers humains et ils seraient responsables de 1’apoptose lorsque I’interaction du couple
nétrine-1/récepteur est perturbée (Thieabault et al 2003 ; Link et al 2007 ; Delcros et Mehlen
2013 ; Delloye-Bourgeois 2009a ; Delloye-Bourgeois 2009b). Cela permettrait d’explorer de
nouvelles pistes de transformation tumorale pour ce cancer.
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Conclusion

La découverte d’une molécule de guidage axonal, la nétrine-1, comme étant le ligand d’un
récepteur a dépendance a permis 1’essor de ce nouveau paradigme : en présence de son ligand
un récepteur activé favorise la survie cellulaire et en son absence un récepteur activé aboutit a
I’apoptose. Cette dualité donne a la nétrine-1 un role d’oncogéne car une mutation conférant un
gain d’expression autocrine permet la transformation tumorale. Ainsi, ce phénoméne est décrit
dans de nombreux cancers humains et cibler I’interaction ligand/récepteur permet d’engendrer
la mort des cellules tumorales, de réduire leur invasivité et d’empécher la formation de
métastases.

Le but de cette étude était d’évaluer par immunohistochimie I’expression de nétrine-1 dans la
tumeur de la peau la plus fréquente chez le chien, le mastocytome cutané, pour poser les bases
d’un possible nouvel axe thérapeutique.

Sur nos 104 cas provenant de 95 animaux différents, cette étude révéle une expression de
nétrine-1 dans plus de la moitié des mastocytomes de bas grade, des mastocytomes de haut
grade et des mastocytomes sous-cutanés pour les deux anticorps utilisés et sans différence
significative d’expression selon les trois catégories. Nous n’avons pas non plus décelé
d’association entre la localisation tumorale et I’expression cytoplasmique de nétrine-1. Ainsi,
contrairement a nos attentes, les mastocytomes de bas grade et les mastocytomes sous-cutandés
expriment la nétrine-1 dans notre étude, qui ne semble donc pas étre un signe d’agressivité
tumorale (absence de corrélation au grading de Kiupel). Cependant, méme si la différence n’est
pas significative, seulement 18% des mastocytomes de bas grade comparés aux 30% des
mastocytomes de haut grade ont présenté un marquage cytoplasmique modéré.

D’autre part, nous avons pu dégager deux profils d’expression cytoplasmique avec I’anticorps
N128 (marquage sous-membranaire et marquage avec de gros grains cytoplasmiques) et un
profil de marquage nucléolaire avec I’anticorps N104 que nous supposons étre associés a un
gain d’expression de nétrine-1. Ainsi, avec I’anticorps N128, 9% des mastocytomes de bas
grade et 25% des mastocytomes de haut grade présentaient un marquage cytoplasmique sous-
membranaire, profil de marquage qui est presque dans la moitié des cas associé€ & un marquage
cytoplasmique fréquent (supérieur a 30% de cellules tumorales marquées). Quatre cas sur cing
présentant de gros grains cytoplasmiques marqués avaient un marquage cytoplasmique
fréquent. Avec I’anticorps N104, un tiers des 17 cas présentant un marquage nucléolaire ont
présenté une expression cytoplasmique fréquente. D’autre part, nous retrouvons une grande
variabilité¢ d’expression de nétrine-1 entre des tumeurs cutanées issues d’un méme animal,
pouvant correspondre a I’apparition simultanée de tumeurs différentes. Enfin, ’analyse du
marquage des métastases ganglionnaires de mastocytomes cutanés a suggéré la diminution
voire la perte d’expression cytoplasmique et nucléolaire de nétrine-1 a I’acquisition du
processus métastatique. Cette observation remet en question I’idée selon laquelle cibler par des
médicaments la nétrine-1 pour empécher la survie des cellules tumorales permettrait d’endiguer
le processus métastatique.

L’analyse de ces échantillons a permis de dégager des pistes de réflexion mais qui demandent
a étre confirmées par de nouvelles études statistiquement plus puissantes.
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Enfin, si ces études infirmaient nos hypotheses mais validaient nos observations sur 1’absence
de corrélation entre I’expression de nétrine-1 et le pronostic des mastocytomes cutanés, de
nouvelles études devront s’attacher a explorer d’autres voies de transformation tumorale
comme la perte d’expression des récepteurs a dépendance ou la dérégulation de partenaires
intracellulaires. En effet, la perte des récepteurs a la nétrine-1 (notamment les récepteurs UNCS)
est un mécanisme commun de transformation tumorale dans certains cancers humains qu’il
conviendrait d’explorer pour ce type de tumeur canine. Cela pourrait fournir une nouvelle
explication de la physiopathologie des mastocytomes mais également ouvrir de nouvelles
perspectives thérapeutiques.
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Annexes

ANNEXE 1 : Protocole des marquages par immunohistochimie

1/ Principe

Pour la réalisation de marquages immuno-histochimiques, les tissus préalablement fixés en
formol sont déshydratés et inclus en blocs de paraffine. Des coupes de 4um sont réalisées a
I’aide d’un microtome. Ces coupes sont ensuite déparaffinées, réhydratées puis marquées avec
différents anticorps primaires spécifiques de 1’antigene étudié a ’aide du kit UltraTek HRP
anti-polyvalent. Ce marquage est révélé par I’ajout du substrat de la peroxydase (kit Novared)
entrainant I’apparition d’une coloration rouge. Les lames sont ensuite rapidement colorées a
I’hématoxyline afin de visualiser la morphologie du tissu en plus du marquage. Enfin, les
coupes sont de nouveau déshydratées puis montées entre lame et lamelle en milieu adapté
(résine synthétique). L’observation des marquages obtenus est effectuée au microscope.

2/ Réactifs

- OTTIX Microm # T/X0086

- OTTIX Shapper Microm # T/02070079
- Alcool (éthanol absolu) VWR # 20820-362

- Hemalun (hématoxyline selon Mayer) VWR#1-09249-2500

- Dako target retrieval solution pH9 Dako # S2368

- Eau oxygénée Pharmacie

- Diluant d’anticorps BIOMEDA Dako # S3022
- Lames Superfrost plus VWR # 631-9483
- Lamelles couvre objets 24x60mm VWR # 631-1339

- Milieu de montage (Diamount mounting medium) Microm # T/030400

- Kit UltraTek HRP anti-polyvalent Microm # AFN600

- Novared Vector # SK-4800

- DakoPen Dako #S2002

L’OTTIX est un solvant remplacant le toluéne utilisé pour le déparaffinage. L’OTTIX Shapper
est un mélange 50% OTTIX 50% Alcool qui permet une transition douce avec 1’étape de
réhydration.

3/ Solutions a préparer
- Tampon Dako : placer 20ml de tampon 10x dans un flacon et compléter avec 180ml d’eau
déminéralisée.

- PBS : placer 1 litre (2 flacons) de PBS dans un bidon en plastique et compléter avec 10 litres
d’eau distillée. Cette solution peut se conserver plusieurs semaines a température ambiante.

- Eau oxygénée : placer 60ml d’eau oxygénée dans un pot vert et compléter avec 150ml d’eau
déminéralisée.
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- Dilution des anticorps primaires : pour chaque anticorps, prévoir 200ul d’anticorps dilué /
lame + 1 lame. Les dilutions sont réalisées avec un diluant spécifique (Dako). Vortexer pour
homogénéiser.

- Réactif Novared (pour 20 a 25 lames)
Attention : ce réactif est cancérigéne, manipuler avec précaution en portant des gants.
A préparer au dernier moment et a I’abri de la lumiére. Dans un Falcon 15ml, placer 5Sml d’eau
déminéralisée et ajouter :
-3 gouttes du réactif 1
-2 gouttes du réactif 2
-2 gouttes du réactif 3
-2 gouttes du réactif 4
Vortexer 1 minute pour homogénéiser.

4/ Mode opératoire
4.1 Déparaffinage et réhydratation des lames
- Transférer les lames sur le portoir pour incubation dans différents bains de solvants placés
sous hotte chimique :
-OTTIX : Incubation dans 3 bains successifs de 10 minutes chacun
-OTTIX Shapper : Incubation 2 minutes
-Alcool : Incubation 1 minutes
- Incuber ensuite les lames dans un bain d’eau du robinet pendant 1 minutes
- Enfin, incuber les lames dans un bain de PBS pendant 10 minutes
Attention : & partir de cette étape, les lames ont été réhydratées, elles ne doivent jamais sécher
lors des étapes suivantes.

4.2 Démasquage des antigeénes

- Incuber les lames en tampon Dako haut pH (pH 9) au bain marie a 95°C pendant 40 minutes.
Penser a faire mettre en route le bain marie et a faire chauffer le tampon dés le début de
I’expérience.

- Laisser refroidir les lames pendant 20 minutes dans le tampon : sortir les pots et les placer
dans un bain marie d’eau froide a I’aide d’un bécher. Changer 1’eau réguli¢rement (2 a 3 fois)
pendant les 20 minutes d’incubation.

- Laver les lames 10 minutes en PBS

4.3 Réalisation des marquages
- Incuber les lames 10 minutes dans un bain d’eau oxygénée diluée. Cette étape permet de
bloquer la peroxydase endogéne.
- Laver les lames 10 minutes dans un bain de PBS
- Entourer les prélévements au DakoPen (délimiter juste les 2 extrémités de la lame)
- Etaler les lames dans les boites de marquages (maximum 20 lames par boites)
(ne pas enlever le liquide sur toutes les lames en méme temps : ne pas laisser sécher )

- Incuber les lames 30 minutes a température ambiante (a I’obscurité) avec 200ul de sérum de
blocage (flacon bleu du kit)
- Vider le liquide sur papier absorbant (ne pas laver les lames)
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- Incuber les lames 1h a température ambiante et a I’obscurité avec 1’anticorps primaire dilué¢
au Diluant Dako au 1/100 (placer les témoins négatifs dans un bain de PBS)

- Laver les lames 10 minutes dans un bain de PBS

- Incuber les lames 30 minutes avec 200ul de I’anticorps secondaire a température ambiante et
a I’obscurité (flacon jaune du kit)

- Laver les lames 10 minutes dans un bain de PBS

- Incuber les lames 30 minutes (a I’obscurité) avec 200ul de complexe (flacon rouge du kit)

- Laver les lames 10 minutes dans un bain de PBS

- Incuber les lames 5 minutes en Novared a température ambiante et suivre 1’apparition du
marquage rouge

- Aprées incubation, vider les lames sur un papier absorbant et les placer sur un portoir
Attention : le Novared est un réactif cancérigéne, manipuler avec précaution en portant des
gants. Eliminer tous les éléments en contact avec ce réactif dans la poubelle a déchets
biologiques.

- Laver les lames dans 3 bains d’eau du robinet

Réalisation d’une contre-coloration en hématoxyline :

- Transférer le portoir 1min dans le pot d’hématoxyline

- Laver avec 4 bains successifs d’eau du robinet

4.4 Déshydratation des coupes et montage entre lame et lamelle
- Incuber les lames dans différents bains de solvants placés sous hotte chimique dans 1’ordre
suivant :

- Alcool : Incubation 1 minute

- OTTIX Shapper : Incubation 2 minutes

- OTTIX : Incubation dans 3 bains successifs de 5 minutes chacun
Apres la derniére incubation, laisser les lames dans I’OTTIX et les sortir une par une pour le
montage.
- Déposer les lamelles sur du papier absorbant avec une fine « ligne » de milieu de montage au
centre puis placer la lame sur un bord de la lamelle et faire monter le milieu par capillarité.
- Faire sécher les lames 20 a 30 minutes a I’étuve a 40°C.

Apres avoir été séchées, les coupes peuvent étre conservées a 1’obscurité a température
ambiante pendant plusieurs mois.
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ANNEXE 2 : Tableau recensant les données recueillies

La colonne traitement antérieur indique si ’animal a re¢u un traitement systémique antérieur a
I’exérése chirurgicale de la tumeur.
La colonne numéro Clovis informe sur les cas traités par le Centre Hospitalier d’Enseignement

Vétérinaire de VetAgro Sup.

Parmi les mastocytomes étudiés, ceux qui ne sont pas gradés selon le grading de Kiupel

correspondent a des mastocytomes sous-cutanés ou des métastases ganglionnaires.

Légende : NL= noeud lymphatique ; R= recoupe d’une masse cutanée ; AIS= anti-inflammatoire
stéroidien ; AINS= anti-inflammatoire non stéroidien ; Lom= lomustine ; Vinb= vinblastine ; Vinc=
vincristine ; Toc= tocéranib ; PLI= Petite Levrette Italienne : Bouledogue F = Bouledogue Frangais.

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

N°HIS

16-0508
15-0417/D
15-0502
15-0254
16-0046/7
14-2012
14-1630
13-1103
13-1733/1
13-1733/11
13-1733/13
14-0320
15-0375
15-0514
15-1489
15-1253
15-1322
15-1419
15-1257/3
15-1257/1R
15-0018/1
15-0018/2
14-2220
14-2204/1
15-1345
14-1964
14-1811
14-1808
14-1621
14-1534
14-1498
14-1484
14-1470
14-0883
14-0857
14-0611
15-1654
14-0530
15-1755

Sexe

~ B |B |~ |B B

Idem

f
Idem
Idem
Idem

B = |||

m
Idem
m
Idem

m

f
f
f
f
m
f
f
m
m
m
f
m
m
f
m
m

Age

N A IV, R N

Idem

Idem
Idem

Idem

o BRE N BN B CEN |

7
Idem
8

Idem
9

5
11
10

10

11
11
11
12

11

Race Lieu sirﬁiﬁ?ﬁé
Croisé Grasset droit Membre
Bouledogue F Labiale Face
Cane Corso Creux poplit¢ G | Membre
Dogue Argentin Lombes G Tronc
Labrador Epaule gauche | Membre
Bouvier Bernois Inconnu Inconnu
Idem Inconnu Inconnu
Cane Corso Flanc G Tronc
Labrador Epaule G Membre
Idem Epaule G Membre
Idem Epaule G Membre
Idem Inconnu Inconnu
Bouledogue F Cuisse G Membre
Dogue Argentin Axillaire G Tronc
Croisé Cervicale dorsale.  Face
Basset Vulve a D Génital
Labrador Abdomen Tronc

Cocker Spaniel | Doigt antérieur D/ Membre

Boxer Flanc G Tronc
Idem Grasset Membre
Boxer Scrotum Génital
Idem Cuisse G Membre
Westie Creux poplit¢t G = Membre
Croisé Région M3 a G Tronc
Labrador Abdomen Tronc
Labrador Flanc G Tronc
Husky Cuisse D Membre
Labrador Creux poplit¢ G | Membre
Golden Retriever Région M2 G Tronc
Boxer Inconnu Inconnu
Boxer Flanc G Tronc
Boxer Cuisse G Membre
Golden Retriever Epaule G Membre
Labrador Poitrail Tronc
Croisé Fourreau Génital
Setter Gordon Inconnu Inconnu
Jack Russel Tarse Membre
Boxer Jarret D Membre
Border Collie Lévre sup D Face
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Grade

Haut
Bas

Haut
Haut
Haut
Bas
Haut
Haut
Haut
Haut
Bas
Bas

Bas
Bas
Haut
Bas
Bas
Bas
Bas

Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas
Bas

Traitement

Neclovis .
anterieur

L15-1900 Lom AIS

L10-11933 =
L09-11270 AIS
L14-6951 | Vinb Toc AIS

L13-5254 AINS
L13-10585 -
AIS
L15-887 AIS
L14-8840 -
L14-7257 -
L10-8059 AINS



40  14-0472 f 9 Croisé Cuisse G Membre | Bas

41  15-1852 m Inconnu Bouledogue F Scrotum Génital | Bas

42 14-0318 m 7 Boxer Cou G Face - L12-6449 AIS
43 14-0315 f 8 Shar Pei Axillaire G Tronc | Haut

44 14-0312 f 8 Doberman Flanc D Tronc Bas

45 14-0184 m 6 Boxer Aine G Membre | Bas

46  15-1747 f 8 Jagd Terrier Thorax D Tronc -

47 14-0057 f 7 Bouledogue F Flanc D Tronc Bas

48  14-0052 f 5 Boxer Hanche G Membre | Bas

49  13-1815 m 6 Golden Retriever Cuisse D Membre | Bas

S50 13-1786 m 11 PLI Scrotum Génital | Haut

51 14-1373 m 5 Epagneul Coude D Membre = Bas L14-5113 -
52 14-1320 f 5 Labrador Cuisse gauche = Membre = Bas L14-139 AINS
53 14-1301 m 12 Labrador Cou D Face Bas

54 14-1414 m 10 Bouledogue F Scrotum Génital Bas

55 14-1122 m 13 Croisé Ombilic Tronc Haut

56  13-1668 m 4 Boxer Flanc G Tronc Bas

57 13-1656 m 7 Bichon maltais Lombes Tronc Bas

58 13-1558 m 9 Boxer Haut du crane Face Bas

59  13-1517 f 9 Labrador Avant bras G | Membre = Haut

60 13-1469 m 8 Bouledogue F Cou ventral Face Haut

61 14-0132 m 7 Bouledogue F Scrotum Génital = Bas

62 16-0086/5 m 9 Boxer Epaule G Membre = Bas L16-116 -
63 16-0086/11  Idem | Idem Idem Pointe Ischium | Membre = Bas

64  14-0521 f 9 Beagle Cuisse Membre | Bas

65 15-0300 m 6 Border Collie Lombes D Tronc -

66  15-0439 f 5 Boxer Lombes Tronc Bas

67 16-0150 f 9 Bouledogue F Pli inguinal D | Membre | Bas L15-1370 AIS
68  15-0322 m 7 Jack Russel Sternum Tronc -

69  15-0552 m 12 Griffon Pli ars G Tronc -

70 13-1385 f 9 Beauceron Oreille gauche Face Haut

71 13-1260 f 9 Labrador Grasset G Membre | Bas

72 13-1248/1 f 13 Epagneul Cuisse DetG | Membre @ Bas

73 13-1248/3 = Idem | Idem Idem Cuisse Det G | Membre -

74  13-1213 | Inconnu | Inconnu Inconnu Pli ars D Tronc Haut

75 13-1194 f 7 Croisé Médial a M2 G Tronc -

76 13-1174 m 11 Jack Russel Antérieur D Membre | Haut

77 13-1123 m 8 Labrador Paupiére sup D Face Haut

78 13-1110 f 11 Golden Retriever Coude D Membre = Bas L13-4607 AIS Vinc Lom
79  15-1051 m 2 Bouvier Bernois Truffe Face Bas

80  13-1076 m 6 Labrador Epaule D Membre = Bas L13-3729 AINS
81 13-0987 | Inconnu | Inconnu Inconnu Inconnu Inconnu | Haut L13-5963 AIS
82 14-1179 f 7 Boxer Cuisse G Membre = Bas

83  13-1447 f Inconnu Shar Pei Grasset G Membre = Bas

84 13-0828 f Inconnu Labrador Flanc D Tronc -

85  15-0513 m 7 Labrador Doigt antérieur D| Membre -

86 15-0238 m 12 Croisé Cuisse G Membre | Haut

87 15-0119 f 8 Jack Russel Sternum Tronc -

88  16-0505 m 4 Boxer Flanc D Tronc Bas

89  16-0472 m 9 Bichon Sternum Tronc Bas

90 16-0252/2 f 8 Jack Russel Grasset D Membre = Bas

91  16-0252/3 | Idem | Idem Idem Grasset G Membre | Bas

92  16-0639 f 13 Croisé Flanc G Tronc Bas

93 16-0647 f 4 Croisé Péri-anale Génital | Bas

94  16-0007 m 11 Labrador Flanc G Tronc Bas L15-9266 AIS
95 16-0015 f 10 Croisé Flanc G Tronc Bas

96  16-0242 f 9 Croisé Inconnu Inconnu -
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16-0241 f 6 Boxer Epaule gauche | Membre | Bas
16-0147 f 11 Basset Vulve Génital = Bas L16-913 -
13-0925 f 6 Golden Retriever M3 aD Tronc -
14-1084 m Inconnu Boxer Fourreau Génital Bas
14-1464 f 8 Croisé Thorax G Tronc -
14-1408 m 8 Braque de Weimar Fourreau Génital = Bas
14-0543 f 6 Bull Terrier Lombes Tronc Bas
13-0801 f 12 Yorkshire Cou G Face -
15-0886 f 5 Shar Pei métastase gg - L15-3485 AIS AINS
15-0417/6 métastase gg -
14-2204/2 gg inguinal G -
13-1733/2 gg axillaire G -
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ANNEXE 3 : Tableau de résultats des marquages

Légende : t= tronc ; m= membre ; f= face ; g= génital ; i= inconnu ; Ac= anticorps ; Cellule orange=
bruit de fond important

t NI128 1 o
N104 1 o Gros grains
m N128 1 o Membranaire
N104 1 o Membranaire
m NI128 1 o
N104 1 o
t N128 1 0
N104 1 0
t NI128 1 n Membranaire
N104 1 o
m N128 1 n
N104 1 n
f NI128 1 o
N104 1 n
g N128 1 o
N104 1 n
m N128 1 o
N104 1 n
m N128 1 o Membranaire
N104 1 n
t N128 1 o
N104 1 n
i NI128 1 o
N104 1 n
m N128 1 0
N104 1 n
m N128 - o
N104 1 n
m N128 1 0
N104 1 n
g N128 1 o
N104 1 n
t N128 1 o Gros grains
N104 1 n
m N128 1 o
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N104

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

NI128

N104
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m N128 1 0
N104 1 0
m N128 1 0
N104 1 n
¢ | s T
N104 1 n
N104 1 n
t NI128 ! 0 extra(gglllllllllsaires
N104 1 n
m N128 1 0
N104 1 n
m N128 1 0
N104 1 n
i N128 1 0
N104 1 n
g N128 1 o
N104 1 n
m N128 1 0
N104 1 n
t N128 1 o
N104 1 n
t N128 1 0
N104 1 n
m N128 1 0
N104 1 n
m N128 1 o Gros grains
N104 1 n
f N128 1 o Membranaire
N104 1 n
o na :
N104 1 n
t N128 1 o Membranaire
N104 1 n
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Sous-cutané

Sous-cutané

Sous-cutané

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

Gros grains

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

Membranaire

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104
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Sous-cutané

N128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128
N104

NI128

N104

NI128

N104

N128

N104

N128

N104

NI128

N104

NI128

N104

N128

N104

NI128

N104

NI128

N104

NI128

N104

N128

N104

NI128

N104

N128

N104
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N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

Membranaire

N104

N128

N104

N128

N104

N128

Membranaire

N104

Gros grains

N128

N104

N128

Membranaire

N104

N128

Membranaire

N104

N128

N104

N128

Membranaire

N104

N128

Gros grains

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128
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Noeud
lymphatique

Non gradable

Non gradable

Non gradable

Non gradable

N128

N104

N128

N104

N128

N104

N128

N104
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CIBLAGE DE LA NETRINE-1 DANS LE MASTOCYTOME CUTANE
CANIN : VERS UNE NOUVELLE APPROCHE THERAPEUTIQUE ?

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, /10 Octobre 2017

RESUME :

La découverte d’une molécule de guidage axonal, la nétrine-1, comme étant le ligand d’un
récepteur a dépendance a permis I’essor de ce nouveau paradigme : en présence de son ligand
un récepteur activé favorise la survie cellulaire et en son absence un récepteur activé aboutit a
I’apoptose. Cette dualité donne a la nétrine-1 un réle d’oncogéne car une mutation conférant un
gain d’expression autocrine permet la transformation tumorale. Ainsi, ce phénomene est décrit
dans de nombreux cancers humains et cibler I’interaction ligand/récepteur permet d’engendrer
la mort des cellules tumorales, de réduire leur invasivité et d’empécher la formation de
métastases.

Le but de cette ¢tude rétrospective était d’évaluer par immunohistochimie I’expression de
nétrine-1 dans la tumeur de la peau la plus fréquente chez le chien, le mastocytome cutané, pour
espérer trouver un nouvel axe thérapeutique.

Sur nos 104 cas provenant de 95 animaux différents, cette étude révele une expression de
nétrine-1 dans plus de la moitié des mastocytomes cutanés de bas grade, de haut grade et des
mastocytomes sous-cutanés, sans différence d’expression significative. Ainsi, la nétrine-1 ne
semble pas étre un facteur d’agressivité tumorale car ne serait pas associée au grading de
Kiupel, le principal facteur pronostique du mastocytome cutané. Cependant, deux profils de
marquage cytoplasmique avec I’anticorps N128 (marquage sous-membranaire et marquage
avec de gros grains) et le marquage nucléolaire avec I’anticorps N104 semblent étre associés a
une expression cytoplasmique élevée de nétrine-1. Ces éléments demandent a étre confirmés
par de nouvelles études plus puissantes.
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