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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974  : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981  : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989  : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997  : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 —2003  : Professeur Abdelmajid BELMAHI
ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines

Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération

Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie

Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :
Février, Septembre, Décembre 1973
1. Pr. CHKILI Taieb

Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed

Mars, Avril et Septembre 1980
3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam
4. Pr. MESBAHI Redouane

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid
6. Pr. EL MANOUAR Mohamed
7. Pr. HAMANI Ahmed*

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
9. Pr. SBIHI Ahmed

10. Pr. TAOBANE Hamid*

Mai et Novembre 1982

11. Pr. ABROUQ Ali*

12. Pr. BENOMAR M’hammed

13. Pr. BENSOUDA Mohamed

14. Pr. BENOSMAN Abdellatif

15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Neuropsychiatrie

Pharmacologie Clinique

Neurochirurgie
Cardiologie

Cardiologie
Traumatologie-Orthopédie
Cardiologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Anesthésie —Réanimation
Chirurgie Thoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie



Novembre 1983

16.
17.
18.
19.
20.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ALAOUI TAHIRI Kébir*

. BALAFREJ Amina

. BELLAKHDAR Fouad

. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.
22.
23.
24,
25.
26.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BOUCETTA Mohamed*

. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
. MAAOUNI Abdelaziz

. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

. NAJI M’Barek *

. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.
28.
29.
30.
31.
32.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BENJELLOUNHalima

. BENSAID Younes

. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
. IHRAI Hssain *

. IRAQI Ghali

. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AJANA Ali

AMMAR Fanid

CHAHED OUAZZANI Houria ép.TAOBANE
EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
EL HAITEM Naima

EL MANSOURI Abdellah*

EL YAACOUBI Moradh

ESSAID EL FEYDI Abdellah
LACHKAR Hassan

OHAYON Victor*

YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44.
45.
46.
47.
48.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
. DAFIRI Rachida

. FAIK Mohamed

. HERMAS Mohamed

. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
49. Pr. ADNAOUI Mohamed

50. Pr. AOUNI Mohamed

51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Meédecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Meédecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie



52. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
53. Pr. CHAD Bouziane

54. Pr. CHKOFF Rachid

55. Pr. KHARBACH Aicha

56. Pr. MANSOURI Fatima

57. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
58. Pr. SEDRATI Omar*

59. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
60. Pr. AL HAMANY Zaitounia

61. Pr. ATMANI Mohamed*

62. Pr. AZZOUZI Abderrahim

63. Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
64. Pr. BELKOUCHI Abdelkader

65. Pr. BENABDELLAH Chahrazad

66. Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif

67. Pr. BENSOUDA Yahia

68. Pr. BERRAHO Amina

69. Pr. BEZZAD Rachid

70. Pr. CHABRAOUI Layachi
71. Pr. CHANA EI Houssaine*
72. Pr. CHERRAH Yahia

73. Pr. CHOKAIRI Omar

74. Pr. FAJRI Ahmed*

75. Pr. JANATIIdrissi Mohamed*
76. Pr. KHATTAB Mohamed

77. Pr. NEJMI Maati

78. Pr. OUAALINE Mohammed*

79. Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH

80. Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

81. Pr. AHALLAT Mohamed

82. Pr. BENOUDA Amina

83. Pr. BENSOUDA Adil

84. Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

85. Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
86. Pr. CHRAIBI Chafiq

87. Pr. DAOUDI Rajae

88. Pr. DEHAYNI Mohamed*

89. Pr. EL HADDOURY Mohamed
90. Pr. EL OUAHABI Abdessamad
91. Pr. FELLAT Rokaya

92. Pr. GHAFIR Driss*

93. Pr. JIDDANE Mohamed

94. Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
95. Pr. TAGHY Ahmed

96. Pr. ZOUHDI Mimoun

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
chirurgie générale
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Dermatologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Anesthésie-R éanimation
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne
Pharmacologie

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Meédecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie



Mars 1994

97. Pr. AGNAOU Lahcen
98. Pr. AL BAROUDI Saad
99. Pr. BENCHERIFA Fatiha

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir
BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
OULBACHA Said
RHRAB Brahim

SENOUCI Karima  ép. BELKHADIR

Pr. SLAOUI Anas

Mars 1994

124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie



138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.

M

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ars 1995

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amoqrane*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BELMAHI Amin
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
EL MELLOUKI Ouafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ALAMI Mohamed Hassan
. BEN AMAR Abdesselem
. BEN SLIMANE Lounis

. BIROUK Nazha

. BOULAICH Mohamed

. CHAOUIR Souad*

. DERRAZ Said

. ERREIMI Naima

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Parasitologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Meédecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie



182. Pr. FELLAT Nadia

183. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
184. Pr. HAIMEUR Charki*

185. Pr. KANOUNI NAWAL

186. Pr. KOUTANI Abdellatif

187. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
188. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

189. Pr. NAZI M’barek*

190. Pr. OUAHABI Hamid*

191. Pr. SAFI Lahcen*

192. Pr. TAOUFIQ Jallal

193. Pr. YOUSFI MALKI Mounia
Novembre 1998

194. Pr. AFIFI RAJAA

195. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
196. Pr. ALOUANE Mohammed*
197. Pr. BENOMAR ALI

198. Pr. BOUGTABADbdesslam

199. Pr. ER RIHANI Hassan

200. Pr. EZZAITOUNI Fatima

201. Pr. KABBAJ Najat

202. Pr. LAZRAK Khalid ( M)
Novembre 1998

203. Pr. BENKIRANE Majid*

204. Pr. KHATOURI ALI*

205. Pr. LABRAIMI Ahmed*
Janvier 2000

206. Pr. ABID Ahmed*

207. Pr. AIT OUMAR Hassan

208. Pr. BENCHERIF My Zahid
209. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
210. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
211. Pr. CHAOUI Zineb

212. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
213. Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub
214. Pr. EL FTOUH Mustapha

215. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
216. Pr. EL OTMANY Azzedine
217. Pr. GHANNAM Rachid

218. Pr. HAMMANI Lahcen

219. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim
220. Pr. ISMAILI Hassane*

221. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss
222. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
223. Pr. TACHINANTE Rajae

224. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-R éanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-R éanimation
Anesthésie-R éanimation
Meédecine Interne



225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.
244.
245.

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed

ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*
LACHKAR Azzouz
LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*
ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
2509.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
2609.
270.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

Anesthésie-R éanimation

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-R éanimation

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie



271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
2809.
290.
291.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NABIL Samira

NOUINI Yassine
OUALIM Zouhir*
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
300.
310.
311.
312.
313.
314.
315.
316.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

. JAAFAR Abdeloihab*

Chirurgie Générale
Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-R éanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie



317.
318.
3109.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
327.
328.
3209.
330.
331.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

332.
333.
334.
335.
336.
337.
338.
3309.
340.
341.
342.
343.
344.
345.
346.
347.
348.
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Liste des Abréviations

ADN: Acide Désoxyribonucléique

ALCL : Anaplastic Large Cell Lymphoma

ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase

ARNmM: Acide Ribonucléique messager

BARD1 : BRCA1 associated RING domain 1
Bcl2: B-cell CLL/Lymphoma 2

BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor
BIRC7: Baculoviral IAP repeat containing 7
BIRCS5: Baculoviral IAP Repeat Containing 5
BOM: Biopsie Ostéo-Médullaire

BRCA1 : Breast Cancer 1

CADM1: Cell Adhesion Molecule 1

CASPS8 : caspase 8 associated protein

CCG : Children’s Cancer Group

CDKa4: Cyclin- Dependant Kinase 4

CDKN2A: Cyclin-Dependant Kinase Inhibitor 2A
CGH: Comparative Genomic Hybridization
CHDS5: Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 5.
CHOP: Centre d’'Hématologie et d’Oncologie Pédiatrique
CISH: Chromogenic In Situ Hybridization

CNV: Copy Number Variation

COG: Children’s Oncology Group

CpG: C phosphodiester bond G

DAPK: Death Associated Protein Kinase 1
DCR2 : Decoy Receptor 2

DDX1: Dead (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1



DMs: Double- Minute chromatin bodies

EFS: Event Free Survival

EML4-ALK : Echinoderm Microtubule-associated protein-Like 4—Anaplastic Lymphoma Kinase
FISH: Fluorescence In Situ Hybridization

FCM: Flow Cytometry

GD2: Disialoganglioside 2

GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
GNB: Ganglioneuroblastome

GWAS : Genome Wide Association Study

HER2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2

HDAC : Histone deacetylase

HIF : Hypoxia Inducible Factors

HLA : Human Leucocyte Antigen

HRAS: v-Ha-ras Harvey rat sarcomaviral oncogene homolog
HSRs: Homogeneously Staining Regions

HVA: Homovanillic Acid

IGF: Insuline-like Growth Factor

IGF-1R: Insuline-like Growth Factor-1Receptor

IL6: Interleukine 6

IMT : Inflammatory Myofibroblastic Tumors

INK4: Inhibitors of CDK4

INPC: International Neuroblastoma Pathology Classification
INRG: International Neuroblastoma Risk Group

INRGSS: International Neuroblastoma Risk Group Staging System
IRM: Imagerie par Résonnance Magnétique

INSS: International Neuroblastoma Staging System

kDa : KiloDalton



LDH: Lactico-déshydrogénase

LMO1 : LIM domain only 1

LOH: Loss Of Heterozygosity

LTK- Kinase : Leukocyte receptor tyrosine kinase
MAP-kinase Mitogen-activated protein

Mb: Mégabase

MCM7: Minichromosome Maintenance Complex Component 7
MDM2 : Murine Double Minute 2

MDR: Multidrug Resistance

MIBG: Méta-lodo-Benzyl-Guanidine

MKI: Index mitotique et caryorrhexique

MO: Moelle osseuse

MRP: Multidrug Resistance-related Protein

MSKCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
MYCNOS: MYCN Opposite Strand

NAG: Neuroblastoma Amplified Gene

NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule

NF1 : Neurofibromatose de type |

NFS: Numération Formule Sanguine

NGF: Nerve Growth Factor

NK: Natural Killer

NME1:Non-metastatic cells 1, protein CNM 23A expressed in
NOS: Not Otherwise Specified

NPM-ALK : Nucleophosmin-Anaplastic Lymphoma Kinase
NSE: Neuron Specific Enolase

ODC: Ornithine Decarboxylase

PCR: Polymerase Chain Reaction



PHOX2B : Paired-like homeobox 2b

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PNET: Tumeur Neuro-Ectodermique Périphérique

POG : Pediatric Oncology Group

PPM1D: Protein Phosphatase, Mg2+/ Mn 2+ dependant, 1D
RASSF1A: Ras Association Domain Family 1A

RB1: Retinoblastoma 1

RMS: Rhabdomyosarcome

RT PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction ou Real-Time Polymerase Chain

Reaction

SB: Southern Blot

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

Tc99: Technétium99

TDM: Tomodensitométrie

TH: Tyrosine Hydroxylase

TNFR: Tumor Necrosis Factor Receptor

TNP : Tumeurs Neuroblastiques Périphériques
TPM4-ALK : Tropomyosin 4- Anaplastic Lymphoma Kinase
TRKA, B, C: Receptor Tyrosine Kinase A, B, C
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
VIP: Vasoactive Intestinal Peptide

VMA: Vanilmandelic Acid
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I. INTRODUCTION

Les tumeurs neuroblastiques constituent un spectre de tumeurs comportant le

neuroblastome, le ganglioneuroblastome et le ganglioneurome.

Le neuroblastome est la tumeur solide extra-cranienne la plus fréquente du jeune

enfant (1,2).

Il représente 6 % a 10 % des tumeurs malignes de I'enfant de moins de 15 ans et 15%
des causes de décés par cancer chez cette méme tranche d’dge (7). L'age moyen de

diagnostic est de 2 ans et 90% des neuroblastomes surviennent avant I’age de 5 ans (1, 3,5).

Au Centre d’Hématologie et d’Oncologie Pédiatrique (CHOP) de I'Hopital d’Enfants de
Rabat, le neuroblastome représente 9% de tous les cancers de I'enfant, avec en moyenne 28
nouveaux cas par an. Il occupe la quatrieme place apres les leucémies aigues
lymphoblastiques, les lymphomes malins non hodgkiniens et la maladie de hodgkin

(Données du CHOP 2011).

Le neuroblastome est un modeéle unique en oncologie. En effet, il se caractérise par sa
grande hétérogénéité clinique, biologique, anatomopathologique et évolutive, avec un large
éventail d’agressivité tumorale allant de la régression spontanée a I’évolution rapidement

progressive et résistance aux thérapeutiques les plus intensives (1, 4,10).

Le pronostic est lié a 'age au moment du diagnostic, au stade d’extension tumorale et
aux facteurs biologiques moléculaires récemment décrits. En effet, 'analyse moléculaire du
neuroblastome a permis l'identification d’'un grand nombre de remaniements a |'origine de
la variabilité évolutive (1,10). L'existence d’'une amplification du géne N-MYC représente un
facteur pronostique majeur, associé a une évolution tumorale défavorable et conduit, par
conséquent, a une intensification thérapeutique. D’autres facteurs pronostiques associés
tels la délétion du bras court du chromosome 1 et la ploidie permettent de définir le
traitement optimal adapté au risque (1, 2, 4,10). Par ailleurs, de nouveaux facteurs

potentiels ont été identifiés et sont en cours d’évaluation (13).
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La valeur de 13 facteurs pronostiques potentiels a été étudiée (I'age, le stade clinique,
la catégorie histologique, le grade de différenciation, le MKI, les anomalies du chromosome
11, les anomalies du chromosome 1, le statut NMYC, la ploidie, le taux de ferritine, le taux de
LDH, le site tumoral primitif (surrénalien ou extra-surrénalien) et enfin la présence ou
absence de métastases). Cing facteurs pronostiques parmi les 13 incombent au pathologiste
et sont fortement significatifs sur le plan clinique et biologique ce sont: la catégorie
histologique, le grade de différentiation, le statut NMYC, les anomalies du chromosome 11

et la ploidie (11).

La combinaison des facteurs pronostiques cliniques, histologiques et biologiques
moléculaires a permis d’établir des systemes de stratification du risque de la maladie dont
dépend le traitement. Il existe quatre systéemes majeurs de stratification du risque utilisés
dans différentes régions du monde (Europe, USA, Japon et Allemagne); I'exemple du

systéme de I'INRG est donné en exemple en page annexe (9, 11, 20, 23,62).

Le but de ce travail est de corréler les données histo-pathologiques avec I'age, le stade
clinigue et I'évolution de la maladie sur une série de patients suivis pour tumeurs
neuroblastiques au centre d’Hémato-Oncologie Pédiatrique (CHOP) de I’hopital d’enfants de
Rabat (HER). Dans un deuxiéme temps, une mise au point est faite sur les données récentes

en biologie moléculaire du neuroblastome.
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II. HISTOIRE NATURELLE- ETIOLOGIE- CELLULES D’ORIGINE
A. Etiologie-Cellules d’origine (9) :

Les tumeurs neuroblastiques périphériques, dont le neuroblastome, appartiennent
aux tumeurs a petites cellules rondes de I'enfance. Elles dérivent des cellules souches du
systéme nerveux sympathique : les sympathogonies. Aprés migration a partir de la créte
neurale, ces sympathogonies pluripotentes forment les ganglions sympathiques, les cellules
chromaffines de la médullosurrénale et les para-ganglions, représentant les localisations

typiques des tumeurs neuroblastiques.

Les mécanismes a |'origine de la persistance des cellules embryonnaires qui, plus tard,
donneront naissance aux tumeurs neuroblastiques périphériques, sont jusque la inconnus.
Une défaillance des genes embryonnaires controlant le développement de la créte neurale
semblent étre en cause dans la prolifération déséquilibrée et les troubles de la

différenciation du neuroblastome.

Cette défaillance cause une perturbation du programme génétique normal de
différenciation entrainant un blocage précoce ou tardif de la différenciation. Les sous-types
histologiques classiques des tumeurs neuroblastiques périphériques: neuroblastome,
ganglioneuroblastome et ganglioneurome reflétent le spectre de maturation allant des
tumeurs avec prédominance de neuroblastes indifférenciés a ceux constitués largement de

cellules bien différenciées entourées d’un stroma dense de cellules schwanniennes.

La particularité du neuroblastome est I’hétérogénéité cellulaire. Méme si la présence
de cellules phénotypiquement différentes peut étre expliquée par la mutagenése en cours,
I’'hypothése des cellules souches cancéreuses a fourni une explication alternative intrigante
de I'hétérogénéité neuroblastique. Cette hypothése suggére que de rares cellules souches
multipotentes avec potentiel indéfini d’auto-renouvellement conduit a la genése et la

croissance tumorale.
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Méme si I'existence de cellules souches cancéreuses dans les leucémies et quelques
tumeurs solides a été établie, les cellules souches du neuroblastome n’ont pas été
clairement identifiées. Les programmes de développement controlant |‘auto-
renouvellement des cellules souches neuronales, comportent les voies Notch, Soni

hedgehog et Wnt / B caténine ont été impliquées dans la tumorogenése embryonnaire.

Il est concevable que les cellules souches neuroblastiques proviennent des cellules
souches normales de la créte neurale, tantét préservant tantot dysrégulant ces voies.
L’identification et la caractérisation des cellules souches cancéreuses dans le neuroblastome,

pourrait permettre une approche ciblée pour un traitement plus efficace.
B. Histoire naturelle :

En 1963, Beckwith et Perrin ont suggéré une histoire naturelle des tumeurs
neuroblastiques périphériques qui peut inclure l'involution (régression) et la maturation.
Cette hypothése était basée sur leur observation du "Neuroblastome In Situ", une lésion
surrénalienne de taille microscopique qui est cytologiquement identique au neuroblastome
typique et qui est détectée chez les nourrissons a une fréquence 50 fois supérieure a la

fréquence prévue du neuroblastome surrénalien primitif (9).

Le phénomeéne de régression spontanée de tumeurs, méme de grande taille, a été
bien documenté et semble étre un événement plutét commun chez le nourrisson. Les
campagnes de dépistage réalisées au Canada, en Allemagne et au Japon ont suggéré que
I'incidence annuelle chez le nourrisson était de loin supérieure au nombre de patients qui
présenteront la maladie plus tard, démontrant que plusieurs cas identifiés au dépistage

subiront une régression spontanée (6).

Les tumeurs neuroblastiques périphériques présentent plusieurs potentialités

évolutives (31) :
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1. Involution / Régression spontanée :

Il existe des preuves importantes appuyant la survenue naturelle ou programmeée de
la mort cellulaire au cours de la vie embryonnaire, spécialement durant le développement

du systéme nerveux central et périphérique.

Ce processus, nommé "involution" est caractérisé par une mort cellulaire massive de
neuroblastes encore immatures, avant différenciation compléte. Dans des modeles
expérimentaux, la perte cellulaire au cours de ce processus semble étre la conséquence de
I'insuffisance en facteurs neurotrophiques spécifiques de maintenance, comme le NGF

(Nerve Growth Factor) facteur de croissance nerveuse.

Dans le développement de la médullosurrénale, des agrégats microscopiques de
cellules immatures de la créte neurale, qu’on appelle "nodules neuroblastiques" sont vus a
I'intérieur et a I'extérieur de la glande surrénale; les cellules sont destinées soit a former la

médullaire soit a subir une involution.

Le neuroblastome dit "In Situ" a été retrouvé a l'autopsie dans 1220 glandes
surrénales de nourrissons agés de 3 mois ou moins, dont la mort est en rapport avec des
causes non tumorales. Cette incidence élevée, dépassant de loin le nombre de cas de
neuroblastomes détectés cliniguement, implique que la plupart des lésions In Situ subissent
une involution ou une régression spontanée. Il est encore a déterminer si ces "tumorlets
neuroblastiques" sont des reliquats embryonnaires, hyperplasie ou néoplasie.

L'existence d’une régression spontanée de neuroblastomes cliniquement apparents,

décrite dans des rapports du début du 20°™ siecle, a été d’abord définie comme une entité

clinigue différente du stade IVS de la maladie (S : Spécial) en 1971.

Bolande a spéculé qu’un mécanisme immunologique peut étre important dans le

processus de régression spontanée.

Le manque de facteurs neurotrophiques peut contribuer a la mort des cellules

tumorales dans ces cas.
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Hiyama et al ont montré que I'enzyme télomérase était inactive dans la régression des

neuroblastomes de stade IVS.

Il est juste d’affirmer que les mécanisme(s) sous-jacent(s) de régression spontanée du
neuroblastome ne sont pas entierement compris actuellement, mais il a été suggéré que les
conditions génétiques préalables permettant d’amorcer le processus de régression
comprennent : un bras court du chromosome 1 intact, une non amplification du géne NMYC

et une quasi-triploidie (31).
2. La maturation :

La maturation spontanée des tumeurs neuroblastiques est un phénomeéne bien connu,

avec une documentation datant de plus d’un siecle.

Cushing et Wolbach ont rapporté le cas d’un enfant avec neuroblastome sympathique
qui a été biopsié durant la petite enfance et réséqué 10 ans plus tard, au moment ou la
tumeur était un ganglioneurome. Le ganglioneurome n’est pas considéré comme une entité
distincte, mais plutét comme la phase finale de maturation des neuroblastomes : tous les

ganglioneuromes étaient des neuroblastomes a un stade précoce de leur développement.

Les ganglioneuromes sont rarement vus chez le nourrisson, ils surviennent plutot chez

des enfants plus agés, car le processus de maturation tumorale nécessite du temps.

Les neuroblastomes avec potentiel de maturation peuvent se propager aux ganglions
lymphatiques régionaux, ou les tissus neuroblastiques a différents stades de maturation sont

vus sans indication de malignité.

Les caractéristiques génétiques des neuroblastes maturant ou des cellules
ganglionnaires dans les neuroblastomes sont les mémes que pour les neuroblastes
régressant, tels un bras court du chromosome 1 intact, une non-amplification du géne NMYC

et un contenu en ADN quasi-triploide.
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Les neuroblastomes se composent de deux populations principales: les cellules
neuroblastiques/ganglionnaires et les cellules de Schwann. Les deux types cellulaires étaient
considérés auparavant comme dérivants du clone neuroblastique malin, mais des données
récentes indiquent que les cellules de Schwann dans les tumeurs neuroblastiques sont
probablement de nature réactionnelle et ont été recrutés a partir des tissus environnants

non néoplasiques par les cellules tumorales.

Sur la base des interactions connues entre les neuroblastes normaux et les cellules de
Schwann ou les cellules gliales, il a été suggéré que les neuroblastes néoplasiques produisent
des agents mitogénes des cellules de Schwann et des facteurs chimiotactiques qui sont
importants pour le recrutement de ces cellules. Celles- ci, une fois présentes dans le tissu
tumoral, en retour, sont supposées produire des facteurs antiprolifératifs et des facteurs

induisant la différenciation, essentiels pour la différenciation neuronale.

L'impact pronostique du développement du stroma Schwannien dans les
neuroblastomes et le fait que le processus de maturation soient liés a I'dge avaient déja été

soulignés dans la classification age-dépendante proposée par Shimada et al.(31)
3. La prolifération agressive :

La majorité des neuroblastomes détectables cliniquement ne subissent pas de
régression spontanée ni de maturation, mais se présentent comme des tumeurs de stade
avancé. Une proportion variable des neuroblastomes localisés ou de stade IVS ont le
potentiel pour progresser au stade IV de la maladie. Il existe un lien apparent entre
I'agressivité tumorale et les aberrations chromosomiques spécifiques, I'amplification du
géne NMYC, comme étant la premiere caractéristique génétique défavorable définie, les
délétions du bras court du chromosome 1 (dellp36) et un contenu en ADN di ou

tétraploide (31).

10



Facteurs pronostiques dans les tumeurs neuroblastiques : résultats de la répartition
des données histopathologiques selon I’age et le stade clinique a propos de 92 cas

Rappel sur les facteurs

pronostiques cliniques
===

11



Facteurs pronostiques dans les tumeurs neuroblastiques : résultats de la répartition
des données histopathologiques selon I’age et le stade clinique a propos de 92 cas

III. RAPPEL SUR LES FACTEURS PRONOSTIQUES CLINIQUES :
A.L’age au diagnostic

L’évolution a long terme d’un neuroblastome peut dans une large mesure étre
anticipée grace a deux critéeres simples : le stade d’extension tumorale, évalué par
I'International Neuroblastoma Staging System (INSS) et I'dge de I'enfant au moment du
diagnostic. Cette constatation ancienne (Breslow et al., 1971) garde une signification

majeure (10,83).

L’age est un facteur pronostique indépendant. Plus les enfants sont jeunes meilleur est
le pronostic, avec un age charniére identifié a un an pour les enfants présentant une maladie
métastatique (2).La survie des enfants de moins d’un an est significativement meilleure que
celle des enfants plus agés, ayant le méme stade de la maladie et particulierement ceux qui
sont vus a des stades avancés (10,12). Récemment, I'dge -charniére de 547 jours (18 mois)
semble étre cliniguement plus significatif pour prédire I'’évolution que 365 jours (Cohn et al.
2009). L’age-charniére optimal (optimal age cutoff) déterminé correspond a l'intervalle entre
15 et 19 mois selon I'étude de I'INRG. Pour des raisons pratiques, |I’age-seuil choisi par INRG
Task Force pour le nouveau systeme de stadification (INRGSS) est celui de 18 mois

(11, 20, 62,81).

Une étude rétrospective réalisée par le COG a analysé 3666 patients. Aprés ajustement
des facteurs pronostiques connus comme le stade INSS et le statut NMYC, cette analyse a
montré que I'impact pronostique de I'adge était constant et que I'dge-charniére de 570 jours
et 670 jours serait plus approprié a la stratification du risque. Cette étude a été effectuée sur
la base des rapports précédents selon lesquels un groupe d’enfants agés entre 12 et 18 mois
classés stade IV avaient un excellent pronostic. Les enfants dont I'dge est compris entre 12
mois et 18 mois constituent un groupe de transition entre les nourrissons et les enfants plus
agés. L'évolution des patients agés de 13 a 18 mois est similaire a celle des enfants plus

jeunes (20, 59,78).
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L'analyse de la base de données de I'INRG entre 1990 et 2002 a abouti a la

confirmation biologique et statistique de la révision de I'dge-charniére ou age-seuil.

Le systeme de classification de I'INRG considére les patients dgés de plus de 18 mois
comme étant a haut risque, méme s’il s’agit d’un seul critére parmi 7 critéres utilisés pour

déterminer le risque de la maladie (59).
B. Stades cliniques :

Le stade clinique est déterminé au terme d’un bilan d’extension. Ce dernier comporte

les examens recommandés par I'INSS indiqués sur le tableau | ci-dessous.

Bilan initial d’un neuroblastome (recommandations INSS) (1) :

Marqueurs :

Catécholamines urinaires des 24h.
NSE

Ferritine

LDH

Congélation sérum (autres examens selon études)

Tumeur primitive :

Radiographie standard

Echographie

IRM (neuroblastome thoracique ou en sablier)

Biopsie : histologie conventionnelle, immunohistochimie, oncogéne N-MYC, ploidie, caryotype,

congélation (études ultérieures).

Métastases :
MIBG ; %™ Tc si MIBG négative.

Au minimum 4 myélogrammes et 2 biopsies médullaires

Le stade clinique représente le facteur pronostique indépendant le plus important a

coté de I'age et des facteurs génétiques (3,6).
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Plusieurs systémes de classification ont été établis pour distinguer des groupes
pronostiques, permettant a priori de définir les indications thérapeutiques adaptées au
risque de la maladie. Aucune des classifications n’est complétement satisfaisante.

La classification d’Evans est la plus ancienne (voir tableau en annexe n°2) et est
largement utilisée. Son défaut principal est d’étre purement anatomique (4).

La classification internationale INSS (International Neuroblastoma Staging System)
version modifiée est utilisée actuellement. Cette classification post-chirurgicale comporte
des critéres pour le diagnostic, la stadification et la réponse au traitement. Elle est divisée en
4 stades (voir tableau en annexe n°2) et tient compte de I'extension tumorale, |'atteinte
ganglionnaire, les métastases et la résection chirurgicale. C'est la classification la plus
couramment employée dans le monde et représente actuellement la norme pour la
communauté internationale, mais n’est pas jugée comme suffisante. Son défaut essentiel est
d’étre strictement chirurgicale, elle n’est donc applicable qu’aux patients opérés d’emblée,
elle ne permet pas non plus de juger de I'opérabilité des patients. L'INSS représente un
consensus systématique utilisé, couplée a I'intégration des facteurs pronostiques cliniques et
biologiques indépendants, ceux-ci n’entrant pas dans la classification malgré un poids
pronostique considérable (3, 4, 5,6).

L'INRG Task Force a établi un systeme de stadification pré-thérapeutique basé sur des
critéres cliniques et des facteurs de risque spécifiques définis par I'imagerie (specific Image
Defined Risk Factors : IDRFs) .

L'IDRFs et le systéme de stadification de I'INRG (INRGSS) sont appliqués au moment du
diagnostic. L'INRGSS distingue les stades L1, L2, M et MS (tableau en annexe n°3).
L’évaluation de l'impact pronostique de I'INRGSS montre que les patients stade L1 ont,
significativement, une meilleure survie globale que les patients stade L2.

L'INRGSS differe de I'INSS. L'INRGSS est basée sur des caractéristiques d’imagerie
préopératoire et non pas sur la résection chirurgicale. D’autre part, la ligne médiane et
I'envahissement des ganglions lymphatiques ne sont pas inclus dans I'INRGSS. La limite d’age
pour le stade INRGSS MS est fixée a 547 jours (18 mois) en comparaison avec 12 mois pour le
stade INSS IVS.

La comparaison des deux classifications est en cours (20).
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Diagnostic anatomo -pathologique et facteurs
pronostiques histologiques
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IV. DIAGNOSTIC ANATOMO-PATHOLOGIQUE ET FACTEURS PRONOSTIQUES
HISTOLOGIQUES :

Au terme de I'évaluation clinique, biologique et d’'imagerie, le diagnostic de
neuroblastome est fortement suspecté et I'évaluation de la dissémination de la maladie
faite. Cependant, la certitude diagnostique repose sur 'analyse anatomopathologique de la
tumeur. En outre, 'analyse génétique permettra d’identifier des facteurs pronostiques
indispensables a une prise en charge thérapeutique adéquate. Si la tumeur est localisée et
facilement opérable, ces analyses seront pratiquées sur la piéce opératoire, en revanche, si
la tumeur est métastatique ou inopérable, du matériel tumoral sera prélevé au niveau de la
tumeur primitive ou des métastases par la technique la moins invasive possible selon la

localisation avant chimiothérapie (2).
1. Prise en charge des prélevements :

L’évaluation anatomo-pathologique assure 3 fonctions essentielles: le diagnostic,
I'histopronostic et la réalisation d’une banque de tissus congelés. Cette derniére est
obligatoire pour permettre la réalisation des études génétiques et moléculaires dont la plus

importante pour le pronostic est la recherche d’'une amplification de I'oncogéne NMYC.

Les éléments décisifs pour le traitement sont le stade clinique, I'amplification du gene
NMYC et la catégorisation pronostique histopathologique, celle derniére prend toute sa
valeur dans les stades localisés ol certains enfants présentent une évolution péjorative,

alors que tous les autres critéres sont favorables.

Pour le pathologiste, I'étude d’'une tumeur neuroblastique périphérique dépend de
son opérabilité. Il aura a faire face soit a une piéce opératoire non chimiothérapée, soit a des
prélevements de type biopsie ou cytoponction (de la tumeur primitive ou d’'une métastase)
puis piece opératoire post-chimiothérapie. La premiére situation est idéale pour établir la
classification internationale actuellement recommandée. Dans le cas de préléevements

biopsiques, la recommandation est actuellement de faire le diagnostic de tumeur
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neuroblastique périphérique, éventuellement de la classer en catégorie (neuroblastomes,
ganglioneuroblastomes mélangés, ganglioneuroblastomes nodulaires et ganglioneuromes)
sans réaliser I'histopronostic, la quantité de matériel étant insuffisante pour étre jugée
représentative de I'ensemble de la tumeur. De la méme facon, les piéces opératoires apres
chimiothérapie permettent d’établir souvent un diagnostic, mais non de réaliser
I'histopronostic. En tous cas, le pathologiste est tenu de décrire les faits observés sous
réserve soit du volume examiné en cas de biopsie, soit de la chimiothérapie dans le cas

d’une piéce opératoire post-chimiothérapique.

Dans le cas d’une piéce opératoire avant chimiothérapie, situation rencontrée dans les
tumeurs neuroblastiques périphériques localisées opérables, le pathologiste peut exercer
I'ensemble de ses fonctions a savoir réaliser le diagnostic, |'histopronostic et une
tumorotheque, selon les recommandations de I'INPC. La réception d’'une piéce opératoire
est le plus souvent programmée, I'intervention ayant lieu dans des centres d’oncologie et de

chirurgie pédiatrique, dans le cadre d’une prise en charge multidisciplinaire (29).

a. Recommandations générales pour la manipulation des tissus et pour la

préservation cellulaire et tissulaire (31,32) :

D’abord, la tumeur fraiche doit étre transférée dés que possible du bloc opératoire au

laboratoire de pathologie, sous conditions stériles.

La manipulation et la section tumorale doivent toujours étre réalisées par le

pathologiste qui doit étre au centre du processus d’échantillonnage.

En plus des taches importantes qui lui sont attribuées, a savoir le diagnostic
morphologique et [I'évaluation histopronostique, il doit choisir les zones tumorales
adéquates pour les analyses biologiques/ génétiques-moléculaires. Cette procédure est
essentielle pour une interprétation valable des résultats, pour laguelle le contenu exact en
cellules tumorales de I'échantillon doit étre déterminé. Ceci n’est possible que si le

pathologiste évalue les échantillons adjacents a ceux utilisés pour les analyses biologiques.
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Dans tous les cas, qu’il s’agisse de résection tumorale ou de biopsie, du matériel
tumoral provenant de différentes zones de la tumeur (les nodules sont d'un intérét

particulier) doit étre pris pour examen histologique- biologique moléculaire.

Cette recommandation est basée sur |'observation des hétérogénéités tumorales au
niveau génétique (par exemple le statut NMYC et/ou du chromosome 1p) et/ou au niveau
histologique (ganglioneuroblastome sous-type nodulaire selon I'INPC) qui ont tous deux des

implications pronostiques.

Une coopération étroite entre pathologistes et biologistes moléculaires est donc
fortement recommandée. Les pathologistes doivent informer les biologistes si des zones
morphologiquement défavorables sont présentes au niveau du matériel inclus en paraffine,
mais probablement pas dans les échantillons sélectionnés pour les études moléculaires et

génétiques.

Dans les cas ou les fragments choisis pour les analyses biologiques ne sont pas
appropriés pour obtenir des résultats fiables. Le statut du gene NMYC, du chromosome
1p36.3 et la ploidie peuvent étre déterminés au niveau du matériel inclus en paraffine

(31,32).
b. Echantillonnage :

L'hétérogénéité morphologique et génétique du neuroblastome nécessite une étude
histologique et biologique approfondie de la tumeur. Si possible, toute la tumeur doit étre
examinée microscopiquement afin de faciliter la détection de tout nodule neuroblastique

qui peut avoir été négligé sur 'examen macroscopique.

En pratique, dans I'évaluation macroscopique compléete de I'échantillon, des sections
doivent étre obtenues des zones centrales et périphériques de la tumeur (au moins une
section / 1 cm de la tumeur dans la plus grande dimension et des sections des marges

chirurgicales encrées) (30).
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En plus des tissus prélevés pour I'examen histologique, I'INPC recommande
)« . , L . . . . . )
I’échantillonnage d’un spécimen chirurgical neuroblastique pour études biologiques comme

suit (30):

- Un minimum de deux échantillons A et B mesurant chacun 1lcm x lcm x 1cm si
possible, doivent étre prélevés de préférence a partir de zones morphologiquement
différentes. Les échantillons A et B doivent étre divisés en 4 pieces (20) comme indiqué sur

le schéma suivant : réf (32)

or:
1|2
34|/ 2(1]3] 4]
A, B ete. A, B etc.

e Le tissu en provenance d’un nodule suspect doit toujours étre échantillonné.

e Sinécessaire, plus de matériel peut étre pris et divisé de la méme maniére (C, D....)

(32).

Les échantillons Al et B1 doivent étre utilisés pour faire au moins 10 empreintes,
ensuite placés dans du formol pour examen histopathologique. Les empreintes doivent étre
séchés a l'air, non fixés ou fixés a I'alcool en fonction du protocole et si nécessaire stockés a -
20°C (pour la détermination du statut NMYC et du chromosome 1p par hybridation

fluorescente in situ et la mesure de la ploidie par cytométrie en flux.

Les échantillons A2 et B2 doivent étre placés en milieu de culture stérile (RPMI1640
pour la cytogénétique, NMYC, chromosome 1p, cytométrie en flux, culture et sensibilité aux

médicaments entre autres).
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Les échantillons A3 et B3 doivent étre congelés dans de |'azote liquide ou a -70°C
(pour des études de biologie moléculaire et immunohistochimie, le récepteur de la tyrosine

kinase A (TRKA) et CD44) (30,31).

Apres réalisation de cette procédure, le reste de la piece opératoire peut étre fixé

dans du formol.

Les recommandations ci-dessus sont applicables lorsque la totalité ou une grande
partie de la tumeur est réséquée ou quand une ou plusieurs biopsies de grande taille sont
disponibles. Si la quantité de tissu tumoral est restreinte, la priorité est au diagnostic
morphologique. Les empreintes (pour études en FISH a la recherche de I'amplification du

géne NMYC) doivent étre faites a partir d’un tissu tumoral frais (30, 31,32).

Si, comme procédure minimale on n’a réalisé que des cores-biopsies, elles doivent
étre multiples (2 a 4, pour fixation au formol ou congélation, de préférence concomitantes
avec une aspiration a l'aiguille fine pour études FISH et NMYC. Un minimum de 100 mg de

tissu congelé est nécessaire pour I'étude de la ploidie par cytométrie en flux (30,31).

c. Examen histologique de la tumeur primitive : voir paragraphe "description

anatomopathologique».
d. Examen histologique de la tumeur métastatique :

Il est a noter que I'évaluation histologique et la classification pronostique basée sur
I’échantillon biopsique /chirurgical du site métastatique (ganglion lymphatique régional
homolatéral dans le stade Il et controlatéral et/ou bilatéral dans le stade Il et lésions
métastatiques dans les stades IV et IVS de la maladie) peut apporter une information
équivalente a celle du tissu en provenance du site primitif. Néanmoins, on doit clairement
indiquer au niveau du rapport que I'examen histologique est basé sur I'évaluation de la

tumeur métastatique du site ou de I'organe spécifié (31).

20



Facteurs pronostiques dans les tumeurs neuroblastiques : résultats de la répartition
des données histopathologiques selon I’age et le stade clinique a propos de 92 cas

e. Examen histologique aprés chimiothérapie :

De nombreux patients avec stades avancés de la maladie subiront une résection
chirurgicale de la tumeur résiduelle apres traitement préopératoire complet. Il a été observé
gue l'aspect histologique varie d’'une zone a une autre dans le méme tissu tumoral aprés
chimiothérapie et /ou radiothérapie. La nécrose et les calcifications peuvent aussi rendre
difficile I'évaluation de I'aspect histologique de la tumeur traitée. Il est a noter qu’apres
chimiothérapie et/ou radiothérapie, la tumeur ne peut pas étre utilisée pour évaluation
pronostique. Actuellement, la chimiothérapie et/ou radiothérapie semblent changer
temporairement la morphologie, mais ne changent pas en permanence les propriétés
biologiques comme le statut NMYC de la tumeur. Le diagnostic pathologique doit indiquer

clairement que la tumeur a été traitée avant chirurgie (31,32).
f. Examen des ganglions lymphatiques régionaux:

La biopsie des ganglions lymphatiques est fortement recommandée quelque soit
I'aspect, chaque fois que possible. Le rapport histologique doit rapporter des informations
concernant le site et le nombre de ganglions positifs, le type de dissémination métastatique :
présence de micro-métastases (< 2mm), métastases intra-ganglionnaires discrétes (> 2mm),
métastases intra-ganglionnaires massives, métastases intra-ganglionnaires avec extension
extra-capsulaire a des localisations non adhérentes a I'’échantillon tumoral réséqué, et une

description morphologique de l'infiltrat tumoral (32).

Quand une chirurgie ouverte est réalisée pour un neuroblastome abdominal primitif,
les ganglions lymphatiques régionaux homolatéraux et controlatéraux doivent toujours étre
échantillonnés. Des ganglions d’une taille supérieure a 2cm, détectés par TDM ou IRM, au

niveau de I'abdomen ou du thorax doivent faire I'objet d’un examen histopathologique (31).
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g. Le cas des tumeurs non réséquables :

Les recommandations générales sont les mémes que pour les tumeurs réséquables.
Mais la procédure dépend de la quantité de matériel tumoral valable pour le diagnostic

histologique et les études biologiques /moléculaires- génétiques.

Les empreintes peuvent également étre réalisées avant fixation et inclusion du
matériel tumoral. Celui-ci peut étre obtenu par biopsie ouverte, biopsie au tru cut ou
aspiration a I'aiguille fine, mais ¢a concerne uniquement les patients pour lesquels le risque

encouru par un tel préléevement est raisonnable.

Ce risque doit étre bien pesé, par exemple, dans le cas des patients de stade IVS avec
troubles de la coagulation, ou des patients avec tumeur de grande taille fragile. Il est clair
gue si la procédure est dangereuse, elle ne doit pas étre réalisée. On devrait plutot choisir
une méthode plus sire, par exemple une biopsie de métastases sous-cutanées ou aspiration

de moelle osseuse, au lieu d’'une biopsie risquée de la tumeur primitive(32).
2. Description anatomopathologique :
a. Macroscopie:

Le neuroblastome se présente comme une tumeur molle, grisatre, comportant des
zones hémorragiques nécrotiques (faux kystes) et calcifiées. Le plus souvent, la tumeur est
mal limitée et envahit les ganglions et les organes voisins, mais parfois elle est encapsulée et
bien limitée, s’il s’agit d’un ganglioneurome, qui a I'aspect d’une masse ferme, blanchatre et

scléreuse (1).
b. Microscopie :

L'architecture tumorale est classiquement lobulée avec des cloisons conjonctives. Les
cellules sont petites, a cytoplasme peu abondant et volontiers groupées en « rosettes ». Il
existe des formes plus différenciées, avec des cellules de plus grande taille, un noyau plus

clair, un cytoplasme plus abondant, prenant alors un aspect ganglioneural, et I'on parle alors
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de ganglioneuroblastome. A un degré de plus, la tumeur a un aspect de ganglioneurome,
avec des cellules ganglioneurales matures et des éléments schwanniens fusiformes, sans

contingent neuroblastique. (1)

L'INPC reconnait 4 catégories de tumeurs neuroblastiques périphériques :

e Neuroblastome, stroma pauvre;

e Ganglioneuroblastome mélangé, a stroma composite riche et pauvre;

e Ganglioneuroblastome nodulaire, a stroma composite riche et pauvre, classique
ou variant;

e Ganglioneurome, a stroma dominant

A chaque catégorie est associée la nature du stroma, le stroma désigne par définition
le contingent schwannien. L'abondance des cellules de Schwann et les rapports
topographiques que ce contingent schwannien contracte avec les cellules tumorales
neuroblastiques, permettent d’établir un arbre décisionnel pour reconnaitre la catégorie
diagnostique et en partie pronostique des tumeurs neuroblastiques périphérique (figurel).
Stroma pauvre signifie : il n’yva pas (ou trés peu) de cellules de Schwann, et stroma riche
signifie : il ya des cellules de Schwann, soit plus de 50% par rapport aux cellules tumorales
neurales soit avec des rapports topographiques particuliers avec les cellules tumorales, dans

les ganglioneuroblastomes nodulaires (29).

A chaque catégorie sont associés des sous-types, 3 pour la catégorie neuroblastome et
2 pour la catégorie ganglioneurome. Pour la catégorie neuroblastome, il est donc possible de

proposer le diagnostic de :

e Neuroblastome, stroma pauvre, indifférencié;
e Neuroblastome, stroma pauvre, peu différencié;

e Neuroblastome, stroma pauvre, en voie de différenciation.

Le sous-type fait référence a la différenciation des cellules tumorales neurales.
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Figure. 1 : Catégorisation histopronostique age-dépendante selon I'INPC. Age : < 1,5 an, [1,5-5], > 5 ans. L'INPC

a défini deux catégories pronostiques pour les TNP : Histologie Favorable et histologie Défavorable,

en fonction de borne a établir pour trois criteres majeurs que sont I'dge au diagnostic, la

différenciation des cellules tumorales et le MKI pour les neuroblastomes stroma pauvre et les

ganglioneuroblastomes nodulaires (29).
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» Neuroblastome stroma pauvre, sous-type indifférencié: Il est constitué de
cellules tumorales neurales indifférenciées, de petite taille ou de taille moyenne, a
cytoplasme peu abondant. Le noyau est de forme arrondie ou allongée, avec aspect
caractéristique "poivre et sel" de sa chromatine, pouvant contenir un nucléole distinct. Le
prolongement neuro-fibrillaire (neuropile) est absent. Cette tumeur se présente donc
comme une tumeur a cellules rondes de I'enfant, le diagnostic de neuroblastome, assez
souvent suspecté en raison des caractéristiques cliniques et de la sécrétion des
catécholamines urinaires, ne peut pas étre affirmé sans I'aide des techniques
complémentaires immuno-histochimiques, cytogénétiques et microscopie électronique. Ces
tumeurs représentent 5% de I'ensemble des tumeurs neuroblastiques périphériques. Dans
tous le autres cas, I'immunohistochimie n’est pas nécessaire au diagnostic (29, 30,31).

» Neuroblastome stroma pauvre sous-type peu différencié : Lorsqu’il existe des
neuropiles. Ces neuropiles peuvent étre présents en quantité tres variée et un seul territoire
est suffisant pour appeler 'ensemble de la tumeur: peu différenciée. La majorité des
cellules de ce sous-type apparaissent indifférenciées, seules 5% ou moins de la population
cellulaire tumorale possédent des caractéristiques cyto-morphologiques de différenciation
en cellules ganglionnaires. Il s’agit de la forme la plus fréquente, représentant 60% des cas
dans différentes séries (29, 30,31).

» Neuroblastome stroma pauvre, sous-type en voie de différenciation :

Le neuropile est abondant. Les cellules tumorales présentent une différenciation
synchrone de leur noyau (de grande taille, arrondi, excentré, chromatine vésiculaire avec un
gros nucléole proéminant) et de leur cytoplasme éosinophile trés large, dont la surface est
au moins deux fois supérieure a celle de I'aire nucléaire. La quantité de neuropile n’est pas
un critére discriminant entre le sous-type peu différencié et le sous-type en voie de
différenciation. Dans les neuroblastomes stroma pauvre en voie de différenciation, il existe
souvent une composante schwannienne associée, et celle-ci est d’autant plus abondante

gue le pourcentage de cellules en cours de différenciation est important, mais en tout état
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de cause, la composante schwannienne reste inférieure a 50% des cellules tumorales. Il
existe, cependant, des formes frontiéres avec le ganglioneuroblastome mélangé, une zone
transitionnelle peut étre observée en périphérie de la tumeur, elle est continue et
caractérisée par une extension ininterrompue des septa schwanniens, mais elle n’est pas
brusquement définie et ne montre pas de bord poussant. Une évaluation prudente de cette
zone est nécessaire, dans certains cas, pour faire la distinction morphologique entre le sous-
type différenciant du neuroblastome stroma pauvre et le ganglioneuroblastome nodulaire

(29, 30,31).

Dans la classification Shimada initiale, les deux sous-types indifférencié et peu
différencié sont combinés en un seul sous-type (stroma pauvre indifférencié), quant au sous-

type différenciant, on le nommait : stroma pauvre différenciant (31).
» Ganglioneuroblastome a stroma composite riche et pauvre, mélangé :

Il est essentiellement constitué de cellules de Schwann qui représentent plus de 50%
de I'ensemble de la tumeur, avec présence de petits flots ou amas de 10 a 30 cellules
tumorales en moyenne, parfois plus, présentant un aspect de différenciation variée mais
souvent avec des cellules tumorales de type ganglionnaire dispersées dans un fond fibrillaire

bien visible.

Cette tumeur "stroma riche, mélangée" dans la classification Shimada initiale, montre
un aspect transitionnel en cours de différenciation- maturation, mais ce processus n’est pas
complet, comme le montrent les petits foyers résiduels dispersés de cellules

neuroblastiques.

Ce sous-type ne doit pas étre confondu avec le ganglioneuroblastome nodulaire, qui
comporte un ou plusieurs nodules macroscopiques hémorragiques, indiquant la présence de

clones hautement malins et agressifs (8,29, 30, 31).
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» Ganglioneuroblastome a stroma composite riche et pauvre de type nodulaire :

Le terme composite implique que la tumeur est composée de clones biologiqguement
différents (8).

Il en existe deux formes essentielles :

e Le ganglioneuroblastome nodulaire classique posséde un seul nodule
macroscopiquement visible souvent hémorragique, possédant une limite abrupte avec la
composante non nodulaire de la tumeur qui est histologiquement de type ganglioneurome
ou ganglioneuroblastome mélangé. Dans le nodule, la tumeur est exclusivement faite de
neuroblastes a différents stades de maturation pouvant donc étre indifférenciée ou peu
différenciée, plus rarement différenciant.

e Les nodules peuvent étre multiples ou de taille variée, permettant de décrire des
formes variantes, a nodules multiples, et des formes variantes a nodules de grande taille
(uniques ou multiples). Dans ces formes variantes a nodules multiples et surtout a grand
nodule, la composante schwannienne peut étre minoritaire et représenter moins de 50% de
I'ensemble de la tumeur. Mais, fait fondamental, il existe toujours une démarcation nette
entre le nodule uniguement composé de neuroblastes et la composante schwannienne,
réalisant histologiquement un « bord poussant ». Ces formes soulignent la trés grande
importance lors de I'étude macroscopique de prélever la périphérie des tumeurs ou des
nodules, la composante schwannienne pouvant ne pas étre macroscopiquement évidente
(8,29, 30, 31).

La composante neuroblastique peut étre retrouvée dans la tumeur métastatique,
tandis que la tumeur primitive est un ganglioneuroblastome mélangé ou un ganglioneurome
(30,31).

Jusqu’en 2003, les ganglioneuroblastomes nodulaires étaient toujours classés en
histologie défavorable, le nodule étant compris comme un clone agressif émergent et
capable de métastaser. Mais la derniére révision de I'INPC a permis d’assigner aux
ganglioneuroblastomes nodulaires, non pas toujours un pronostic défavorable, mais un
histopronostic soit favorable soit défavorable en appliguant au nodule composé de
neuroblastes les mémes critéeres que ceux appliqués pour les neuroblastomes stroma

pauvre (29).
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» Ganglioneurome, a stroma dominant :

Les ganglioneuromes sont des tumeurs bénignes situées a I'extrémité du spectre des
tumeurs neuroblastiques périphériques. Le stroma composé de cellules schwanniennes est

dominant et trés largement majoritaire.

e Le sous-type mature est composé de stroma schwannien mature et de cellules
ganglionnaires. La maturation compléte nécessite I'absence de la composante
neuroblastomateuse.

e Le sous-type maturant est trées rare. Il est composé d'un stroma
ganglioneuromateux prédominant avec quelques cellules dispersées : neuroblastes
différenciant et/ou cellules ganglionnaires maturant, en plus des cellules
ganglionnaires matures.

e Des tumeurs peuvent avoir un aspect transitionnel entre le ganglioneuroblastome
mélangé et le ganglioneurome maturant, la caractéristique distinctive est que dans
le ganglioneurome maturant, les foyers neuroblastiques ne forment pas de rosettes
microscopiques, comme dans le ganglioneuroblastome mélangé, mais plutot les
cellules neuroblastiques baignent dans un stroma ganglioneuromateux
prédominant (8,29, 30, 31).

Tableau Il. Classification des tumeurs neuroblastiques périphériques selon I'INPC (29).

Catégories Stroma Sous-type Autres critéres
Neuroblastome -Indifférencié
Pauvre -Peu différencié MKI
-Différenciant Index mitotique
Ganglioneuroblastome | Composite, riche et | -Mélangé Calcification
pauvre -Nodulaire Idem,
Ganglioneurome -Maturant dans le(s)nodule(s)
Dominant
-Mature
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» Formes particuliéres :

Des formes particuliéres par leurs cellules tumorales ou leur architecture ont été
décrites dans les neuroblastomes, stroma pauvre et dans les nodules des
ganglioneuroblastomes nodulaires; ces formes n‘ont pour le moment pas de signification,
notamment pronostique, connue. Par exemple, il existe des cellules tumorales pléomorphes
avec des noyaux volumineux hyperchromatiques et irréguliers, des cellules tumorales avec
inclusion intranucléaire, des cellules tumorales fusiformes, des cellules tumorales
pigmentées, des cellules tumorales de phénotype rhabdoide. Des formes d'architecture
variée posant des problemes diagnostiques avec les autres tumeurs a cellules rondes
pédiatriques peuvent réaliser des aspects diffus, des aspects pseudo-alvéolaires ou pseudo-
papillaires, des aspects desmoplastiques, des formes avec prolifération vasculaire
importante, des formes kystigues souvent néo-natales, des formes avec syndrome
neurologique opso-myoclonique associées a la présence de nombreux follicules lymphoides
in situ, des formes avec présence de granulomes épithélioides et giganto-cellulaires. Parfois,
des modifications spontanées de la tumeur telles des calcifications massives ou une nécrose
étendue spontanée ou des artéfacts liés au type de préléevement (écrasement) empéchent

de classer la tumeur qui doit étre alors dénommée TNP, sans autre spécification (TNP NOS).

La seule relation entre mauvais pronostic et aspect cytologique hors criteres INPC qui
ait été décrite concerne la présence de gros nucléole dans le noyau de cellules tumorales
indifférenciées ou peu différenciées. Cet aspect est aussi lié a la présence de NMYC amplifié

(29).
3. Les caractéristiques histologiques spécifiques :
a. Index mitotique et caryorrhexique (MKI) :

Il est défini comme le nombre de cellules tumorales en mitose et processus de
caryorrhexis. Compte tenu de cette définition, I'activité mitotique et caryorrhexique peut

étre évaluée en relation avec la cellularité de la tumeur (31).
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L'appréciation de l'index mitotique et caryorrhectique est réalisée au hasard dans
plusieurs territoires pour comptabiliser au total au moins 5000 cellules. Un MKI est bas
lorsque moins de 100 mitoses et caryorrhexis sont observés pour 5000 cellules tumorales
(soit < 2%), intermédiaire entre 100 et 200 (soit 2% a 4%) et haut supérieur a 200 (soit > 4%).
La réalisation de cet index nécessite des coupes de qualité adéquate et est consommateur
de temps. En pratique, et avec I'expérience, la majorité des tumeurs est soit a I'évidence de
MKI bas ou au contraire de MKI élevé. Dans ces cas, un systeme rapide consiste a estimer la
densité cellulaire au grossissement 40 qui est dite basse lorsqu’elle comporte jusqu’a 300
cellules, intermédiaire entre 400 et 600 cellules et haute entre 700 et 900 cellules dans le
champ. Autant de champ au grossissement 40 que nécessaire sont appréciés pour obtenir
5000 cellules permettant plus rapidement d’assurer que lI'index est soit inférieur a 2%, soit
supérieur a 4% des cellules tumorales observées. Le compte est fait de maniére plus
extensive sur 5000 cellules dans les cas moins nombreux ou la frontiere entre bas et

intermédiaire et haut ne peut pas étre facilement appréciée (29).

Il existe une corrélation entre un MKI élevé et des caractéristiques cliniques et
biologiques défavorables, notamment une amplification du gene NMYC, celle-ci produit une
guantité excessive de protéine NMYC, le complexe protéique MYC-MAX, dans le noyau de la
cellule tumorale peut prévenir la différenciation cellulaire et favorise la prolifération

cellulaire et I'apoptose.

Par conséquent, ces tumeurs avec NMYC amplifié, sont souvent du sous-type
indifférencié ou peu différencié du neuroblastome stroma pauvre, avec activité mitotique

(prolifération) et caryorrhexique (apoptose) élevées (31).
b. Les calcifications :

Elles apparaissent comme des amas basophiles denses, ou du matériel granulaire
amorphe dans des zones de tumeur viables ou nécrotiques. Seules leur présence ou absence

est notée, sans qu’une évaluation semi-quantitative ne soit nécessaire.
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Un dépistage soigneux de toutes les lames est donc essentiel afin d’éviter de négliger

les petits foyers de calcifications.

Leur signification biologique n’est pas claire, mais 'analyse univariée a montré qu’il

existe une corrélation avec un pronostic favorable (30, 31,33).
4. Les cas problématiques dans I’évaluation histologique (31) :

Les problémes de la classification des tumeurs neuroblastiques peuvent étre liés a la
catégorisation, c'est-a-dire attribuer a la tumeur l'une des 4 catégories, ou a la

détermination du sous-type histologique.
a. Tumeurs neuroblastiques inclassables : TNP NOS (Not otherwise specified)

Les cellules neuroblastiques sont évidentes, mais I'échantillon est insuffisant pour
classer la tumeur en l'une des 4 catégories de base. Une petite biopsie prélevée d’une

grande tumeur en est I'exemple type.
b. Neuroblastome stroma pauvre NOS :

Le diagnostic est celui de neuroblastome stroma pauvre, mais le sous-type ne peut pas
étre déterminé en raison de la mauvaise qualité de section ou d’échantillonnage, une
hémorragie extensive, une dégénérescence kystique, nécrose, artéfacts, calcifications

diffuses.

Ces modifications peuvent empécher I'évaluation de la différenciation neuroblastique

et le MKI.
c. Ganglioneuroblastome NOS :

Situation rare, mais observée, ou la tumeur avec aspect de stroma riche, contient des
zones de calcifications extensives pouvant cacher un nodule neuroblastique de stroma

pauvre.
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5. Diagnostic différentiel et immunohistochimie :

Il se pose avec toutes les tumeurs a petites cellules rondes (lymphomes malins non
hodgkiniens, rhabdomyosarcomes, tumeurs de Wilms, neuroépithéliomes, tumeurs neuro-
ectodermiques). La réunion de différents arguments tels que l'augmentation des
catécholamines, les marqueurs immuno-histochimiques et certaines anomalies

cytogénétiques permettent d’affirmer le plus souvent le diagnostic de neuroblastome (1).

Dans le diagnostic immuno-histochimique des tumeurs neuroblastiques périphériques,

les marqueurs suivants sont souvent positifs (8,30, 32) :

e La protéine S100 (cellules de Schwann)

e La Neuron Specific Enolase NSE

e Synaptophysine

e Chromogranine A

e Tyrosine Hydroxylase (TH)

e Produit protéique du gene 9,5

e GD2 (disialoganglioside, un ganglioside membranaire des cellules neuroblastiques
humaines)

e NBg4

e Protéine neurofilament NF

e CD 56 (NCAM).
Ces marqueurs peuvent étre négatifs dans les neuroblastomes indifférenciés.
Le NB84 réagit aussi avec les cellules épithéliales et les cellules endothéliales.

Théoriguement, GD2 est positif dans tous les cas de tumeurs neuroblastiques, il est
tres utile dans la détection des cellules neuroblastiques dans la moelle osseuse, mais son

expression n’est pas spécifique des tumeurs neuroblastiques (32).
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Les marqueurs suivants sont toujours négatifs (30,32) :

e Actine

e Desmine

e Cytokératine de faible poids moléculaire

e (D45 (antigene leucocytaire commun)

e Vimentine. Cependant; Il est a noter que certaines cellules indifférenciées peuvent

exprimer la Vimentine et avoir une morphologie rhabdoide.

La glycoprotéine de surface cellulaire p30/32 (produit du géne MIC2 détecté par les
anticorps CD99) commun dans les tumeurs neuro-ectodermiques primitives périphériques

PNET/ sarcome d’Ewing sont toujours négatifs dans le neuroblastome (30).
6. Facteurs et classification histo-pronostiques :

La premiére maniére d’aborder I'hétérogénéité de la maladie est de disposer, en plus
du stade clinique, d’'un "grading" histologique. Celui-ci a fait I'objet de nombreuses
publications, en particulier de la part de Shimada, il permet pour un pathologiste entrainé de

classer les tumeurs neuroblastiques (3).

La derniere version de cette classification est la classification INPC (International
Neuroblastoma Pathology Classification) (3) ou sont standardisés des criteres
morphologiques, I'étude pathologique ayant pour premier objectif le diagnostic de
neuroblastome qui repose sur I'analyse morphologique de la tumeur, elle identifie 4 grandes

catégories de tumeurs neuroblastiques, chacune divisée en sous-types (2).

La classification INPC publiée en 1999 et révisée en 2003 est une adaptation du
systeme age-dépendant de Shimada. Elle associe des critéres morphologiques de
différenciation, le stroma schwannien, une appréciation semi-quantitative du nombre de
mitoses et de cellules en caryorrhexis appelé Index mitotique et caryorrhexique (MKI) et

I'age de I'enfant.
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En effet, il s’agit du seul exemple en pathologie humaine ol un critére clinique (I'age)
est directement inclus dans une classification morphologique pour la catégorisation
histopronostique. Ce point particulier est lié¢ au fait que les tumeurs neuroblastiques
périphériques sont des tumeurs embryonnaires qui, pour un méme aspect morphologique,

ont une signification évolutive tout a fait différente en fonction de I'age (29).

Dans la classification INPC, l'analyse des éléments histopronostiques, permet a
condition de disposer d’'un matériel tumoral suffisant de classer les tumeurs en
histologiquement favorable ou défavorable (figure 2). Ceci n’est possible en pratique que si
une chirurgie premiere a été réalisée, soit pour I'ablation de la tumeur, soit pour réaliser une

biopsie chirurgicale avant tout traitement (2,3).

Les critéres de I'INPC ne s’appliguent pas aux ganglioneuroblastomes a stroma
composite riche et pauvre mélangé, ni aux ganglioneuromes qui sont toujours quel que soit
I'dage d’histologie favorable. lls s’appliquent aux neuroblastomes a stroma pauvre, et a la
composante nodulaire des ganglioneuroblastomes a stroma composite riche et pauvre
nodulaire. Dans ce dernier cas, si les nodules sont multiples il faut les évaluer séparément et
I'histopronostic est donné par le nodule le plus défavorable. Ainsi, 2 catégories de pronostic

sont décrites aux tumeurs neuroblastiques périphériques.

Histologie favorable: Si I'enfant a moins de 1,5 an: il s’agit de tumeur peu

différenciée, ou en voie de différenciation et ayant un index mitotique ou caryorrhexique
bas ou intermédiaire. Si 'enfant a entre 1,5 an et 5 ans: il s’agit de tumeur en voie de

différenciation et ayant un MKI bas.

Histologie défavorable: Si I'enfant a moins de 1,5 an: il s’agit soit de tumeur

indifférenciée, soit de tumeur ayant un MKI haut. Si 'enfant a entre 1,5 an et 5 ans : il s’agit
soit de tumeur indifférenciée ou peu différenciée soit de tumeur ayant un MKI intermédiaire

ou haut. Si I'enfant a plus de 5 ans : I'histopronostic est toujours défavorable (29).
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[ <1,5 an* ]

| |
[ MKI haut } Indifférencié Peu différencié ou
différenciant et MKI

| | intermédiaire ou bas
[ Défavorable ]

[ Défavorable ] |
[ Favorable ]

[ [1,5-5] ans* ]
MKI haut ou Indifférencié ou peu Différenciant et MKI bas
intermédiaire différencié
| | |
N\
[ Défavorable ] [ Défavorable [ Favorable }
J
7\
[ Tout age
| J
| |
Ganglioneuroblastome Ganglioneurome
mélangé
Favorable Favorable

p
> 5ans ]

Défavorable ]

Figure 2.-Catégorisation histopronostique selon I'INPC. La catégorisation age-dépendante selon
I'INPC reconnait des groupes favorable ou défavorable selon le grade de différenciation et
le MKI (29).
* . concerne les neuroblastomes stroma pauvre et les ganglioneuroblastomes nodulaires,
la différenciation et le MKI étant appréciés dans le(s) nodule(s).
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7. Le rapport du pathologiste : (32)

> Piéce opératoire.

e Classification morphologique : la tumeur doit étre classée selon I'International
Neuroblastoma Classification (Shimada et al. Cancer 86, 349- 371, 1999).

e L’index mitotique et les calcifications doivent aussi étre indiqués.

e La qualité des marges de résection chirurgicale doit étre signalée : infiltrées ou
non par des cellules tumorales.

e -Le rapport histologique des échantillons Al, B1 etc. : doit clairement indiquer le
pourcentage estimé de cellules tumorales, a savoir, cellules neuroblastiques /
cellules ganglionnaires versus cellules de Schwann et autres cellules normales,
contenues dans les échantillons utilisés pour les études biologiques. Une copie
du rapport doit étre soumise au biologiste moléculaire.

> Biopsies : Dans le cas ol le matériel biopsique est limité, on doit garder a I'esprit
gue le matériel tumoral obtenu n’est pas nécessairement représentatif de

I'ensemble de la tumeur.

Par exemple, la biopsie peut provenir d’'un nodule neuroblastique ou d’une zone
ganglioneuromateuse d’un ganglioneuroblastome nodulaire. Dans de tels cas critiques,
I'utilisation du terme "tumeur neuroblastique, inclassable" selon I'INPC est recommandée.
Ce terme est en rapport avec une tumeur qui appartient indéniablement a l'entité:
"tumeurs neuroblastiques périphériques", mais ne pouvant pas étre attribuée avec certitude
a l'une des quatre catégories de base que sont: neuroblastome (stroma pauvre),
ganglioneuroblastome mélangé (stroma riche), ganglioneurome (stroma dominant) et

ganglioneuroblastome nodulaire (stroma composite riche/dominant et pauvre).
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Les autres termes recommandés par I'INPC pour désigner les tumeurs posant des
problémes de classification, sont: "neuroblastome (stroma pauvre), NOS". Ce terme est
utilisé pour les tumeurs ayant une catégorisation certaine mais dont le sous-type (a savoir
indifférencié, peu différencié et différenciant) ne peut pas étre évalué a cause d’une
mauvaise qualité de section, hémorragie extensive, nécrose, artéfacts d’écrasement, etc.
(voir INPC). Le terme "ganglioneuroblastome, NOS" est utilisé pour une tumeur ayant un
aspect de stroma riche/dominant contenant des zones de calcifications extensives pouvant

dissimuler un nodule stroma pauvre.

» Cytoponction a 'aiguille fine (FNAC : Fine Needle Aspiration Cytology). Si, seul,
le matériel de cytoponction a I'aiguille fine est valable pour le diagnostic primaire, le rapport
incluant le nombre, la morphologie (statut de différenciation des cellules tumorales, les
cellules de Schwann, débris nécrotiques) et I'immunophénotype des cellules analysées doit

étre soumis au biologiste (32).
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Génétique du neuroblastome et facteurs pronostiques
moléculaires
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V. GENETIQUE DU NEUROBLASTOME ET FACTEURS PRONOSTIQUES
MOLECULAIRES :

La diversité clinigue des neuroblastomes est tres étroitement liége a des

caractéristiques moléculaires.

La biologie moléculaire du neuroblastome est née il ya plus de 30 ans avec
I'observation de préparations chromosomiques issues de cellules tumorales : la majorité des
caryotypes tumoraux présentait des régions d’ADN surnuméraires témoignant d’un
phénomene d’amplification d’'une partie du génome, ultérieurement identifié comme le
géne NMYC (N comme neuroblastome), et des délétions du bras court du chromosome 1.
Ainsi ces observations ont démontré que des gains et des pertes de matériel
chromosomique étaient des événements génétiques habituels dans cette tumeur, ceci était
en accord avec le concept de tumorogenese faisant intervenir a la fois une activation de
certains oncogénes ( issue d'un phénomeéne de gain dans le cas du neuroblastome) et une
inactivation de genes dits << suppresseurs de tumeurs >> (du fait d’'un phénomeéne de
délétion).

L’extraordinaire essor et la diversité des méthodes de biologie moléculaire ont permis
de préciser les régions porteuses de geénes impliqués dans linitiation et /ou le

développement des tumeurs neuroblastiques et de formuler des hypothéses pathogéniques

de cette famille de cancers (36).

L'existence d’'une amplification du géne NMYC représente un facteur pronostique
majeur associé a une évolution défavorable. Les autres facteurs de risque identifiés et

validés sont la délétion du bras court du chromosome 1 et la ploidie.

Les altérations génétiques spécifiques qui ont été identifiées ont permis de classer les

neuroblastomes en sous-types, avec des caractéristiques biologiques et cliniques différentes.

Certaines anomalies génétiques sont devenues essentielles a la caractérisation

tumorale au diagnostic et pour la stratification du risque.
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De ce fait, le neuroblastome est un modéle unique en oncologie. En effet, c’est la
premiére tumeur pour laquelle I'analyse biologique et génétique fournit des informations

importantes permettant de guider les stratégies thérapeutiques (12).

Le défi a relever dans le futur est une meilleure compréhension des données
génétiques et biologiques et pouvoir les exploiter pour mettre en place des traitements plus
adaptés, plus efficaces et moins toxiques, pour ces jeunes patients qui bénéficient le plus

souvent de protocoles thérapeutiques assez lourds (13).
A. Instabilité génétique :

L'analyse du profil génomique permet de distinguer deux types différents d’instabilité

génétique : une instabilité numérique et une instabilité segmentaire.

L'instabilité numérique est caractérisée par une variation en nombre de chromosomes
entiers, de bon pronostic. L'instabilité segmentaire, quant a elle, se caractérise par des
translocations chromosomiques déséquilibrées, associée a un risque élevé de rechute,

guelque soit le type d’altération segmentaire (13, 34,38).

Ce profil génomique segmentaire est I'un des marqueurs pronostiques les plus forts,

indépendamment des autres facteurs tels I'adge, le stade et le NMYC (13, 34,38).

Ceci souligne I'importance du mécanisme a l'origine des translocations déséquilibrées

dans I'oncogenése du neuroblastome.

Le typage génomique devra donc étre pris en compte pour 'attribution a un groupe de

risque et la stratification thérapeutique (34).

40



Facteurs pronostiques dans les tumeurs neuroblastiques : résultats de la répartition
des données histopathologiques selon I’age et le stade clinique a propos de 92 cas

B. Prédisposition génétique :

Le neuroblastome familial est une situation rare qui survient dans 1% a 2% des cas, il
est transmis selon une hérédité autosomale dominante avec pénétrance incompléte (5, 8,9,

12, 13, 14,20).

Le plus souvent diagnostiqué a un age plus jeune (environ 9 mois) que pour le

neuroblastome sporadique, avec un age médian allant de 18 mois a 3 ans.

Au moins 20% des patients ayant un neuroblastome familial se présentent avec des

tumeurs primitives surrénaliennes bilatérales ou multifocales (8, 9, 12, 13,14).

Il est caractérisé par une grande hétérogénéité clinique, ainsi des tumeurs bénignes et
malignes peuvent étre retrouvées au sein de la méme famille (8, 13,20). Knudson et Strong
ont émis une hypothése selon laquelle cette hétérogénéité serait le résultat de différences

concernant des mutations secondaires somatiques acquises (8, 12,13).

Par ailleurs, des tumeurs neuroblastiques sont observées chez des patients porteurs
d’autres anomalies de la créte neurale comme la maladie de Hirschprung, Ila
neurofibromatose type 1, le syndrome d’hypoventilation centrale congénital et le

phéochromocytome (8, 9, 12, 13, 14, 20,35).

Des mutations constitutionnelles du géne PHOX2B situé en 4p12, principal géne en
cause dans le syndrome d’hypoventilation centrale, ont été identifiées dans certains cas de
neuroblastome familial, mais aussi chez 2,3% des patients atteints de neuroblastome
sporadique. Ce géne code pour un facteur de transcription qui joue un role essentiel dans la

régulation de la neurogenése.

Le PHOX2B reste le premier géne de prédisposition au neuroblastome méme s’il n'est

muté que dans un faible nombre de cas héréditaires (8, 9, 13, 20,35).

Plus récemment, de nombreuses études ont fait le lien entre des mutations germinales

du géne ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) et des cas de neuroblastomes héréditaires.
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Ce géne localisé en 2p23-24 (centromérique au géne NMYC) code pour un récepteur

transmembranaire a activité tyrosine kinase (14,20).

Des mutations somatiques du géne ALK ont, par ailleurs, été caractérisées dans des

tumeurs sporadiques (35).

Des translocations résultant d’'une activation constitutive de I’ALK sont impliquées
dans la pathogénie de nombreuses tumeurs malignes dont le lymphome anaplasique a
grandes cellules (NPM-ALK), le cancer du poumon non a petites cellules (EML4-ALK), le
carcinome spino-cellulaire (TPM4-ALK) et les tumeurs myofibroblastiques inflammatoires

(13,14).

Les mutations germinales a forte pénétrance du géne ALK, identifiées dans la majorité
des neuroblastomes familiaux, sont situées au sein du domaine kinase et résultent

également d’une activation constitutive (13).

Une étude récente a montré que 6 sur 8 familles avec au moins 3 membres atteints de
neuroblastomes auraient des mutations germinales de la séquence ALK, tandis que les deux

autres familles présentaient des mutations du géne PHOX2B (20).

Les mutations de ces deux génes sont retrouvées dans prés de 90% des
neuroblastomes familiaux (13). Leur identification va donc permettre d’améliorer la prise en
charge des familles a risque, en proposant une surveillance adaptée aux enfants porteurs

d’une mutation (35).

De nombreuses aberrations chromosomiques constitutionnelles ont été identifiées
chez des patients atteints de neuroblastome familial. Des études ont rapporté I'implication
du bras court du chromosome 1 dans 3 cas, considérant la délétion fréquente 1p36, comme
ayant un role dans la prédisposition au neuroblastome. Cependant, selon d’autres études la

délétion 1p36 n’aurait aucun lien avec le neuroblastome familial (9, 12,20).
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L'analyse génétique a également identifié le bras court du chromosome 16 (16p12-13)
comme locus de prédisposition au neuroblastome héréditaire, notamment chez certaines

familles américaines (5, 8, 9,12).

Selon des études faites sur des familles européennes, ce sont les chromosomes 12p et

2pqui ont été retrouvés. Aucun gene causal n’a été identifié dans ces régions (9).

Le neuroblastome est donc une pathologie complexe sur le plan génétique, l'initiation

de la tumorogenése nécessitant I'association de plusieurs altérations (8).
C. Facteurs pronostiques:

1. Facteurs pronostiques moléculaires validés :

a. L'oncogéne NMYC :

Appartenant a la famille des oncogenes MYC (1), NMYC (décrit pour son homologie a
c-myc (3)) est un proto-oncogene exprimé normalement dans le systéme nerveux en
développement (2,12), localisé sur la partie distale du bras court du chromosome 2, au

niveau du locus 2p24 (1, 2, 3,5, 12, 13, 14, 20,36).

L'amplification de I'oncogéene NMYC, décrite comme facteur pronostique du
neuroblastome en 1984, reste actuellement le facteur biologique de référence, dont la

recherche est obligatoire (4,14).

Cette anomalie génétique est présente dans 20% a 30% des cas de neuroblastomes
primitifs selon les études (2,3,5,6,7,8,9,12,13,14,20,36,40,48), et retrouvée dans 30% a 40%

des stades Il et IV et seulement dans 5% des stades localisés ou IVS (9,48).

Ce geéne peut étre amplifié (reproduit a lI'identique) jusqu’a plusieurs centaines de
copies du géne par cellule (¢ca peut aller de 10 a 500 copies par cellule) (3, 6, 13, 14,36).
Ceci apparait en cytogénétique conventionnelle comme du matériel surnuméraire : les

chromosomes doubles minutes (DMs) ou les régions HSR (Homogeneously staining regions)

gui sont deux manifestations cytogénétiques de I'amplification génique (2, 3, 12,36).
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Le NMYC fonctionne comme un oncogene dominant dont I'amplification et la
surexpression entrainent la transformation cellulaire; des souris transgéniques capables de

surexprimer NMYC développent des tumeurs neuroblastiques (20,36).
» Techniques :

Les méthodes d’analyse sont le SB (Southern Blot) la PCR (Polymerase Chain Reaction)
ou I’hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur coupes ou étalements de cellules

tumorales (3,15).

Plus récemment, I'"hybridation chromogénique in situ (CISH) est une technique qui
utilise les principes généraux de I’hybridation in situ et un systeme de détection similaire a
I'immunohistochimie. Afin d’évaluer I'utilité de la CISH pour I'analyse de I'amplification du
gene NMYC, elle a été comparée a des cas de diagnostic établi par les méthodes SB et FISH.
Les résultats étaient concordants entre la CISH et la FISH pour classer une tumeur comme
NMYC amplifiée ou non amplifiée. On en a conclu que la CISH était une méthode exacte
pour la détermination de I'amplification du géne NMYC, en plus d’étre plus pratique a

réaliser (50).

La possibilité de détecter NMYC dans le sérum des patients est une voie d’avenir pour

une évaluation plus simple de ce facteur pronostique (2, 43).
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Figure 3 : Amplification de I'oncogene MYCN dans des noyaux de cellules de neuroblastome mise en
évidence par la technique FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) (d’aprés Maris et al., 2007). La
présence de multiples copies du gene MYCN est détectée grace a une sonde spécifique marquée

en rouge (66).

» Signification pronostique :

L'amplification du gene NMYC est une anomalie génétique associée a des stades
avancés et/ou une progression rapide de la tumeur, un mauvais pronostic
(2,3,5,6,7,9,14,20,36,40,48) méme pour les stades précoces et les stades IVS (12, 14,48) et
une résistance au traitement (8). Le statut de I'oncogéne NMYC est devenu un facteur
pronostique essentiel, décisionnel pour le traitement (2,36). Il est hautement prédictif d'une
survie globale diminuée indépendamment des autres caractéristiques cliniques et

biologiques (13,20).

Il est corrélé a d’autres facteurs pronostiques péjoratifs tels que la grande taille de la
tumeur, le stade avancé, I'age de I'enfant, I'évolution, la diploidie (1,6) et I'expression de la

protéine de résistance multiple aux drogues (MRP) (7).
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Il existe une forte corrélation entre I'amplification du géne NMYC et la délétion 1p. Les
deux anomalies sont corrélées a un mauvais pronostic. Elles semblent caractériser un groupe
génétique distinct de neuroblastomes hautement agressifs. La plupart des cas ayant une
amplification NMYC présentent également une 1pLOH (Loss Of Heterozygosity), mais pas
tous les cas avec 1pLOH amplifient NMYC, ce qui suggére que la délétion 1p précede le
développement de I'amplification. En effet, la délétion d’un geéne régulant I'expression
NMYC semble étre nécessaire pour que I'amplification survienne, ou celle d’'un géne qui joue
le réle de médiateur de I'apoptose en présence d’'un haut niveau d’expression du géne

NMYC.

Sinon, il peut y avoir des anomalies génétiques sous-jacentes qui conduisent a une

instabilité génomique prédisposant a I'amplification NMYC et 1pLOH en méme temps (12).

L'amplification de NMYC définit un sous-type de neuroblastomes (appelé type 3 de

Brodeur) de comportement tres agressif (36).

L'analyse du statut NMYC est essentielle pour la stratification du risque, le nouveau
systéme de classification de I'INRG inclue NMYC parmi les 6 critéres de risque, 'amplification

NMYC était prédictive d’'un mauvais pronostique dans cette cohorte (20).

En Europe, aux Etats-Unis et au Japon, la recherche d’une amplification du géne NMYC
dans le neuroblastome est un examen de routine en pratique clinique, en raison de son

importance dans I’évaluation pronostique (14).
» Propriété biologique intrinseque-Hétérogénéité :

L'expression de NMYC serait la méme dans le temps (diagnostic, rechute) et quelque
soit le lieu d’analyse (tumeur primitive, métastases), ce qui laisse a penser gu’il constitue

une propriété biologique intrinseque de certains neuroblastomes (1,12).

Selon une étude récente, I'hétérogénéité intra-tumorale de I'amplification NMYC est
un phénomeéne rare, détecté a I'échelle cellulaire par la technique FISH. L’hétérogénéité est

définie comme étant la présence simultanée de cellules amplifiées et cellules non amplifiées
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au sein de la méme tumeur ou un changement séquentiel du statut d’amplification au cours
de I'évolution de la maladie. Elle peut aussi étre détectée entre la tumeur primitive et la
métastase. Les résultats de I'étude suggerent que de petites quantités de cellules NMYC

amplifiées ne sont pas corrélées a une évolution défavorable (51).
» Neuroblastomes métastatiques sans amplification NMYC :

Pour les patients porteurs de tumeurs métastatiques sans amplification de NMYC,
plusieurs études ont montré que I'évolution clinique était variable en fonction de I'dge au
moment du diagnostic, ainsi, les taux de survie sans événements a 6 ans, chez cette
catégorie de patients étaient de 92%, 74%, 31% et 23% pour les enfants agés respectivement
de moins de 12 mois, 12 a 18 mois, 18 a 24 mois, et plus de 24 mois au moment du

diagnostic (48).

Les études confirment aussi que les neuroblastomes disséminés n’amplifiant pas
NMYC évoluent favorablement dans la plupart des cas et que l'on pouvait réduire
considérablement le traitement ou se contenter d’'une simple observation dans certains cas,
sans compromettre la bonne évolution des patients tout en évitant la toxicité, la mortalité et

les séquelles secondaires a des traitements plus agressifs (43).

» Signification dans les neuroblastomes localisés :

Quant aux patients avec neuroblastomes localisés avec caractéristiques biologiques

défavorables, la prise en charge est controversée.

Le pronostic des tumeurs de stades INSS | et || avec NMYC amplifié est moins favorable
gue celui des tumeurs non amplifiées localisées. Mais la survie globale et la survie sans
événements est significativement plus élevée pour les patients porteurs de tumeurs
localisées amplifiées hyperploides que pour les tumeurs diploides. Ceci suggéere que la
ploidie peut potentiellement étre utilisée afin d’identifier les patients candidats a une

éventuelle réduction thérapeutique (42,44).
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» Signification dans le stade 11l de I'INSS :

Le statut NMYC est d’'une importance majeure dans le stade Il du neuroblastome, sa
valeur pronostique est indiscutable, il est décisif pour le traitement, ainsi, pour les patients
stade Ill NMYC non amplifié le traitement par chirurgie seule semble étre suffisant sans
chimiothérapie complémentaire ou radiothérapie. Par contre, il est nécessaire de combiner
une chimiothérapie a haute dose, une chirurgie, une radiothérapie et une immunothérapie
en vue d’'une évolution favorable de la majorité des patients stade Il avec NMYC amplifié
(52).

» L’activité proliférative :

L'activité proliférative (évaluée par l'index de prolifération anti-KI67) est
significativement plus importante dans les tumeurs NMYC amplifiées par rapport aux
tumeurs non amplifiées, I'indice de prolifération est également corrélé au pronostic et au
type histologique (49).

» L’angiogeneése :

L'angiogenése montre une association trés étroite avec les facteurs pronostiques
génétiques et histologiques dans le neuroblastome. Ainsi, selon une étude récente, une
haute densité vasculaire est significativement corrélée avec I'amplification du géne NMYC, la
délétion 1p de méme qu’avec un index mitotique et caryorrhexique (MKI) élevé et une
histologie indifférenciée, ce qui en fait un facteur de mauvais pronostic. L'application
thérapeutique est [l'utilisation d’agents antiangiogéniques qui peuvent bloquer Ia

progression du neuroblastome.

NMYC peut réguler la croissance tumorale dans le neuroblastome via I'expression
d’inhibiteurs ou activateurs de l'angiogenése, son amplification ou hyperexpression est
associée a l'induction de I'angiogenése. Il a été démontré que I'hyperexpression de NMYC
dans les cellules neuroblastiques humaines réduit I'expression de I’Activine A : un inhibiteur
de I'angiogenese. Plus récemment, l'interleukine 6 (IL6) a été identifiée comme ayant une

activité anti-angiogénique et qui se trouve diminuée dans les cellules NMYC amplifiées (47).
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» Mécanisme d’amplification :

Les premiéres études ont suggéré que I'oncogéne NMYC est amplifié par réplication-
excision ou au niveau d’une région distale (transloqué) du site résident du géne. Un autre
phénomene plus rare est celui de la duplication in situ du géne NMYC au niveau de son
propre locus 2p24. Le mécanisme le plus fréquent est I'acquisition d’un petit nombre
supplémentaire de copies NMYC via la formation d’iso (2p), ou résultant de translocations
déséquilibrées du chromosome 2 (qui héberge le géne NMYC) avec d’autres
chromosomes(26). D’autres génes peuvent étre co-amplifiés avec NMYC dans un certain

nombre de cas mais NMYC est le seul géne régulierement amplifié dans ce locus (12).
» La famille des oncogenes MYC :

Les oncogenes myc sont d’importants régulateurs de la synthése protéique et du cycle
cellulaire et sont souvent activés en pathologie tumorale humaine. Myc stimulent
I'expression d’un grand nombre de génes qui codent pour les protéines ribosomales, les
facteurs de traduction et les enzymes qui, tous, jouent un réle dans le contréle de la

prolifération cellulaire.

Les cibles supposées de Myc incluent la Kinase Cycline Dépendante CDK4 et la cycline
D2, Myc répriment aussi les génes impliqués dans l'inhibition de la prolifération (gadd45,

p15ink4b), pour prévenir I'arrét de croissance des cellules transformées (5).
» La protéine NMYC :

Le produit du géne NMYC est une phosphoprotéine nucléaire, qui agit comme facteur

transcriptionnel conduisant a la prolifération cellulaire.

L'amplification de NMYC entraine un trés haut niveau d’expression de la protéine,
NMYC forme un hétérodimere avec MAX et ce complexe protéique fonctionne comme un
activateur de la transcription. En I'absence de NMYC, MAX forme un homodimere qui

réprime la transcription (2, 3, 6, 12, 20,36).
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» Les cibles génétiques de NMYC :

La cible de cette activation transcriptionnelle est représentée par des geénes (par
exemple ODC, MCM7 et MRP1) dont l'activation entraine la progression a la phase G1 du

cycle cellulaire (3,12).

Méme si le NMYC a une demi-vie courte, les trés hauts niveaux de stabilité (100 fois la
normale) dans les cellules tumorales amplifiées assurent probablement que les cellules

restent en cycle cellulaire et n’entrent pas en GO (12).
» Roles du gene NMYC :

NMYC joue un rble dans la régulation de la prolifération, la différenciation, la
transformation et I'apoptose. Des progrés importants ont été réalisés dans la
compréhension de la pathogénie du NMYC dans le neuroblastome avec la découverte de
nouvelles cibles. Par exemple, le NMYC régule directement I'expression transcriptionnelle de
MDM?2, l'inhibiteur de la p53 et un important régulateur du cycle cellulaire; la Kinase
d’adhésion focale, un puissant régulateur de la survie cellulaire, et la Protéine Il RA de liaison

cellulaire qui semble étre impliquée dans la mobilité cellulaire (7).

NMYC transactive certains genes contenant un site promoteur consensus de fixation
de NMYC (E box, CACGTG), des séquences asymétriques telles que CATGTG peuvent
également se lier a NMYC. Méme s’il fonctionne principalement comme activateur de la

transcription, Il a la capacité d’inhiber d’autres génes.

Paradoxalement, NMYC non seulement induit la prolifération cellulaire mais possede
aussi des effets pro-apoptotiques. Une expression forcée de NMYC au niveau des cellules
neuroblastiques peut accélérer la progression du cycle cellulaire, mais peut aussi déstabiliser
les cellules et augmenter leur sensibilité a certains agents chimiothérapeutiques. D’autre
part, il a été suggéré que les cellules neuroblastiques peuvent contourner I'apoptose induite
par NMYC en désactivant les voies pro-apoptotiques, par exemple, Bcl-2 est exprimé a des
niveaux élevés dans certaines tumeurs neuroblastiques et est corrélé a I'amplification de
NMYC. De plus, I'expression constitutive des neurotrophines et de leurs récepteurs dans les
cellules neuroblastiques peut fournir des signaux de survie pour neutraliser I'apoptose
induite par NMYC (40).
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» Régulation :

L'activation persistante de I'expression NMYC invoque des points de contréle puissants
gui agissent comme barriére a la tumorogenése. Les neuroblastes avec amplification NMYC
doivent contourner ceci, grace a une sélection pour la perte des régulateurs clés des points
de contrdle, conduisant a un phénotype hautement malin. En revanche, cette pression
sélective pourrait ne pas exister dans les neuroblastomes du nourrisson exprimant des
niveaux élevés de NMYC appropriés au développement et qui peuvent étre régulés

normalement (8).
» Relation expression-amplification :

L'amplification du géne NMYC ne résulte pas automatiquement d’une expression
élevée de NMYC, chez les enfants porteurs de neuroblastome. Cette discordance entre
I'expression du gene NMYC et le pronostic pourrait s’expliquer par MYCNQS, le brin opposé
de NMYC ou le transcrit anti-sens dont I'expression semble étre importante dans la
progression du neuroblastome, il a été suggéré qu'il est impliqué dans la régulation de
I'expression de NMYC, probablement en inhibant directement la transcription du géne

NMYC par interférence au niveau de ’ADN (41).

En général, il existe une corrélation entre le nombre de copies de NMYC et son
expression. Les tumeurs amplifiées expriment NMYC a des niveaux plus élevés que dans les

tumeurs non amplifiées, ce groupe de neuroblastomes est hautement agressif (48).

Mais la signification pronostique de I'hyperexpression de 'ARNm de NMYC ou de la

protéine NMYC dans les tumeurs non amplifiées est controversée (48).

Quelques lignées cellulaires de neuroblastome expriment fortement '’ARNm NMYC ou
la protéine NMYC sans qu'’il n'y ait d’amplification, ceci est probablement en rapport avec les
altérations des voies de dégradation protéique beaucoup plus qu’avec la perte de

I’'autorégulation transcriptionnelle de NMYC (12).
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Une étude a trouvé que I'expression NMYC est inversement corrélée avec la survie,
d’autres n’ont trouvé aucune corrélation ou une corrélation concernant uniguement des
enfants plus agés (12). En tous cas, l'utilisation de I'expression de NMYC pour prédire

I’évolution du neuroblastome est toujours en cours de discussion (48).

Selon des données récentes, un haut niveau d’expression de NMYC est associé a une
évolution favorable dans les neuroblastomes non amplifiés. De plus, une expression
appliquée de NMYC réduit significativement la croissance des cellules neuroblastiques sans
amplification NMYC, en induisant une apoptose et une expression génique favorable. Ceci
dit, une expression élevée de NMYC entraine des effets biologiques opposés en fonction de

la présence ou I'absence d’'une amplification associée (53).

Méme pour les neuroblastomes amplifiés, il a été démontré que I"hyperexpression
induite de NMYC, tout comme son inhibition, peut entrainer une inhibition de la croissance

et une apoptose des cellules neuroblastiques.

Il est a noter que I'hyperexpresion de la protéine p53 a un effet suppresseur sur

I'expression de NMYC dans le neuroblastome (45).
» Le gene DDX1 :

Le gene DDX1 est 'un des génes co-amplifiés avec le géne NMYC dans certains cas de
neuroblastome. La fréquence d’expression de 'ARNm de ces deux génes augmente avec le
risque. Leur expression simultanée est associée a un plus mauvais pronostic, par rapport aux

cas avec amplification seule de NMYC.

Les protéines Dead box sont impliquées dans l'altération de la structure secondaire de
I’ARN, I'amplification et I'hyperexpression conséquente de ce gene peut entrainer des

altérations significatives de ’ARNm et des niveaux protéiques dans les cellules.

La co-amplification NMYC-DDX1 est retrouvée dans 40% a 65% des cas.
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Il n'existe pas de différence significative en terme de survie globale entre les patients

avec ou sans amplification seule de DDX1.

Quelque soit le groupe de risque, I'hyperexpression de I’ARNm DDX1 n’est pas associée

a une évolution défavorable de la maladie.

Une étude récente a montré que, parmi les patients avec NMYC amplifié agés de 18
mois ou plus, ceux qui avaient une forte expression de DDX1 et un bas niveau d’expression

du géne NAG (également adjacent au NMYC) étaient de meilleur pronostic (48).
» Lerdle de Livine :

Livine (BIRC7) est un membre récemment identifié de la famille des protéines

inhibitrices de I'apoptose et qui joue un réle important de la régulation de I'apoptose.

Livine est indétectable dans la majorité des tissus différenciés normaux, alors qu’elle
est exprimée a des niveaux élevés dans un grand nombre de tumeurs malignes humaines

dont le neuroblastome.

Il a été suggéré qu’une forte expression de Livine dans les différents types tumoraux
est corrélée a un mauvais pronostic, et particulierement dans les tumeurs neuroblastiques

NMYC amplifiées ol le pronostic est extrémement médiocre.

Les études montrent qu’il existe une corrélation positive entre I'expression de Livine
et le niveau de la protéine NMYC dans les cellules neuroblastiques. L’inhibition de NMYC
diminue I'expression de Livine, tandis que I'induction de NMYC la favorise. NMYC se lie a des

sites cibles au sein du promoteur de Livine.

Ceci suggere que NMYC est impliqué dans I'expression de Livine dans le
neuroblastome. Si I'élévation de I'expression de NMYC est capable de sensibiliser les cellules
neuroblastiques a certains agents chimiothérapeutiques, il est possible que la régulation
positive de Livine neutralise cet effet pro-apoptotique et protége les neuroblastomes NMYC
amplifiés de la chimiothérapie. Ca explique partiellement le trés mauvais pronostic observé
des neuroblastomes exprimant fortement Livine, dans un contexte d’amplification du gene

NMYC (40).
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» Le gain 2p/NMYC :

Le gain en chromosome 2p est un nombre égal de signaux NMYC et 2p dépassant 2q

de un ou deux signaux dans la plupart des cas.

Un rapport équilibré entre les signaux spécifiques de NMYC et le nombre de sighaux de
la sonde de référence au niveau du chromosome 2q définit une tumeur NMYC non amplifiée

(statut NMYC normal).

Une élévation de plus de 4 fois le nombre de signaux NMYC par rapport au

chromosome 2q indique une tumeur NMYC amplifiée.

La survie globale des patients avec gain en 2p/NMYC est intermédiaire entre celle des

patients avec tumeurs NMYC amplifiées et celle de patients avec statut NMYC normal.

Il est a noter que le gain en 2p indique qu’il existe un gain du géne NMYC, mais

également des génes adjacents dont I’ALK, DDX1 et NAG.

Le gain en 2p/NMYC est souvent associé a des stades avancés et un mauvais pronostic,
mais la progression est plus lente que celle des tumeurs NMYC amplifiées. Il s"accompagne

fréguemment d’une délétion 11q, ainsi que d’autres altérations segmentaires.

La relation entre le gain et I'amplification n’est pas clairement établie. Le gain précede
t-il I'amplification ? Ou est- ce un événement indépendant et tardif dans le neuroblastome?
S’agit-il d’'un phénomeéne spécifique du neuroblastome ou d’un mécanisme général par

lequel les cellules tumorales peuvent acquérir un avantage de croissance sélective ? (46).
» Place de NMYC dans le traitement

Etant un facteur de transcription nucléaire, il est difficile de cibler directement NMYC
avec des inhibiteurs de petites molécules. D’autre part, le silencage génique est une

méthode efficace pour réguler négativement I'activité NMYC.
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L'inhibition anti-sens de I'expression NMYC a montré un effet dans la diminution de la

prolifération et I'induction de la différenciation des lignées cellulaires de neuroblastome.

L'interférence avec I’ARN a également confirmé I'importance de NMYC en tant que

promoteur de la tumorogeneése.

Il a été constaté que si ARN ciblant NMYC aboutit a une différenciation et une

apoptose accrues, avec inhibition simultanée de la croissance.

D‘autres mécanismes d’inhibition de NMYC visent des régulateurs en amont de

I’'oncogéne, comme la voie de survie PI3K/AKT.

Il a été démontré que l'inhibition des composants de la voie PI3K conduit a la
déstabilisation de la protéine NMYC. Fait intéressant, |'activation d’AKT a été récemment
établie comme indicateur de mauvais pronostic dans les neuroblastomes, surtout de stades

avancés.

Paradoxalement, en raison de son implication dans la régulation du cycle cellulaire,

NMYC peut jouer un réle dans la chimiothérapie.

Une étude récente, faite in vitro, a déterminé que les cellules avec induction de
I'expression NMYC étaient plus susceptibles aux effets de la chimiothérapie actuelle. Les

cellules NMYC-ON ont montré une apoptose accrue contrairement aux cellules NMYC-OFF.

Une autre étude a montré qu’une faible dose d’hydroxy-urée semble réduire la
synthése d’ADN et induit la sénescence des lignées cellulaires des neuroblastomes NMYC
amplifiés, par opposition aux lignées cellulaires non amplifiées qui ne répondaient pas au

traitement par I’hydroxy-urée (7).

Le VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) réduit 'ARNm de NMYC et I'expression protéique
spécialement au niveau des cellules NMYC amplifiées, avec une baisse maximale de 50%
aprés quelques heures de traitement. Cet effet a été comparé a celui de I'acide rétinoique,

gui induit une diminution de I'expression de 'ARNm de NMYC d’environ 25% aprés quelques
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jours de traitement. Ceci indique que le VIP et l'acide rétinoique jouent des roles
complémentaires, ainsi un traitement combinant les deux molécules possede des effets
synergiques dans la régulation de l'expression des protéines NMYC, mais régule aussi

I'expression de deux cibles géniques de NMYC SKP2 et TP53INP1 (54).

Récemment, Aurora Kinase A a été identifiée, elle fixe et stabilise la protéine NMYC,
indépendamment de son activité kinase. Les résultats précliniques ont montré une action
anti-tumorale trés puissante d’une petite molécule inhibitrice d’Aurora Kinase A, d’une

maniere NMYC indépendante.

Enfin, les neuroblastomes avec NMYC amplifié possedent un profil particulier
d’expression génétique qui peut conduire a la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques

(20).
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Figure 4 : Anomalies génétiques et moléculaires rencontrées dans le neuroblastome [1].
A. Délétion du bras court du chromosome (1p) ou perte de I'hétérozygotie (LOH).
B. Corps chromatiniens extra-chromosomiques.
Double minutes.
C. Région marquée homogene, ici sur le bras court du chromosome 13 (HSR.)
Technique de Southern Blot montrant I'amplification de N-Myc.
Colonne 1 : témoin négatif (lignée lymphoblastoide) ;
Colonne 8 : témoin positif (lignée tumorale contenant 150 copies de N-Myc par génome
haploide) ; ligne a, colonnes 2-7 : neuroblastomes avec une copie de N-Myc ; ligne b,

colonnes 2 et 5: neuroblastomes avec N-MYC amplifié.

b. La ploidie :

Déterminer la ploidie consiste en I'analyse du contenu en acide désoxyribonucléique

(ADN) de la cellule tumorale (1,2).

La méthode de choix est la cytométrie en flux (FCM : Flow Cytometry), méthode assez
simple, rapide, semi-automatique pour laquelle des cellules de référence dérivées de tissus
humains (lymphocytes du sang périphérique) provenant d’individus normaux ou du méme
patient doivent étre utilisées. Elle donne une bonne appréciation du nombre total de
chromosomes, mais ne renseigne pas sur les aberrations chromosomiques spécifiques ni sur

les réarrangements (1, 2, 3, 12,32).
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Sa valeur revét un intérét pronostique indiscutable et peut compléter I'étude de

I'oncogene NMYC (1).

Pour une cellule normale diploide (nombre de chromosomes : 2N), I'index d’ADN est

de 1(2,3).
Schématiguement, les neuroblastomes se répartissent en deux groupes :

e Les tumeurs diploides/tétraploides (45%) (les deux niveaux de ploidie peuvent étre
présents dans la méme tumeur) souvent de stades avancés, comportant des réarrangements
chromosomiques, délétions, gains et amplifications. Ceci traduit une "instabilité génomique"
et une grande agressivité tumorale et donc un pronostic défavorable.

e Les tumeurs hyperploides/triploides (55%) caractérisées par des pertes et des gains
de chromosomes entiers sans anomalies de structure, ces formes ne présentent qu’une

"instabilité mitotique " et sont de pronostic plus favorable, souvent associées a une

migration des cellules de Schwann et a une maturation tumorale (1,2, 3, 5, 6, 8, 9, 13, 20,36).

Des études ont montré que la ploidie perd sa signification pronostique pour les
patients agés de plus de un an-deux ans, probablement parce que méme les tumeurs
triploides/hyperploides peuvent présenter des réarrangements structuraux

chromosomiques a cet age (12,14).

Kaneko et Knudson ont proposé une hypothése afin d'expliquer le role de la ploidie
dans I'hétérogénéité clinique des neuroblastomes : elle serait due au fait que les tumeurs
péri-diploides de méme que les tumeurs péri-triploides dérivent de cellules péri-triploides

avec mitoses tripolaires (12).

A coté de la FCM, une autre technique est utilisée, il s'agit de la cytométrie en image

(ICM), mais sa réalisation prend plus de temps.

Le résultat de la ploidie doit indiquer la méthode utilisée, le nombre de cellules
tumorales contre le nombre de cellules hormales contenues dans |'échantillon examiné. Le

résultat du contenu en ADN doit étre rapporté en nombres absolus (32).
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Dans la cohorte de I'INRG, l'index d'ADN>1 était associé a un meilleur pronostic et a un

age des patients < 18 mois, avec NMYC non amplifié (20).

La ploidie des tumeurs semble étre associée a la réponse au traitement. Environ les
deux tiers des neuroblastomes de stades avancés sont diploides et le plus souvent chimio-

résistants (7).

¢. Les aberrations chromosomiques :

» Les pertes chromosomiques :

v’ La délétion du bras court du chromosome 1:

La délétion du bras court du chromosome 1 fut la premiére anomalie génétique

découverte dans le neuroblastome, par I'étude du caryotype tumoral (4).

Cette anomalie est prédictive d’une évolution défavorable (1).

Sa fréquence varie de 20% a 40 % (1, 2, 3, 4, 8, 12, 13, 20,36) et concerne 70% a 80 %

de I'ensemble des tumeurs péri-diploides (12).

Les méthodes d'analyse sont la FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) ou la CGH
(Comparative Genomic Hybridization) et la recherche d’une perte d'hétérozygotie (Loss of
Heterozygosity : LOH) dans ’ADN tumoral par rapport a '’ADN constitutionnel par (Southern
Blot) SB ou PCR (Polymerase Chain Reaction) (3).

Cette LOH pourrait correspondre a la perte d'un géne suppresseur du neuroblastome,

constituant alors un événement précoce dans la cancérogenése (1).
On peut distinguer deux types de délétions :

D'une part, des petites délétions distales, dans une région minimale localisée en
1p36-2 - 36-3, d'une taille d’un million de paires de bases. On pense que cette région est le

siege d’'un géne suppresseur de tumeurs.
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D'autre part, des délétions étendues avec perte d’'une région plus proximale ont été

décrites, ces grandes délétions sont associées a une amplification du gene NMYC (2,3).

De nombreuses études ont tenté d'identifier des genes suppresseurs de tumeurs au

niveau des régions délétées, sans que I'on puisse en caractériser aucun (8, 12,14).

Ce n'est que récemment que I'implication du géne CHD5 en tant que géne suppresseur

de tumeurs a été soulevée (20).

Les anomalies du chromosome 1p sont associées a d'autres facteurs de pronostic
péjoratif (le stade avancé, I'dge> 1an, I'amplification du géne NMYC, le caractere di ou

tétraploide et I'histologie défavorable) (2, 3, 4, 13, 20,36).

La perte d'hétérozygotie du chromosome 1p est associée a un pronostic défavorable

dans les stades avancés (3,14).

La valeur pronostique indépendante de la délétion 1p a été longtemps controversée,
mais une étude récente multivariée a montré que LOH 1p36 était indépendamment associée
a une survie sans événements diminuée, chez les patients a bas risque et a risque

intermédiaire (8, 12, 13, 14, 20,36).

Dans les formes localisées, la perte 1p serait un facteur prédictif d’'un haut risque de

rechute mais pas de la survie (4, 8,12).
v’ La délétion du bras long du chromosome 11 :

Les études moléculaires récentes et tout particulierement la CGH (I’hybridation
génomique comparative) ont permis (12,36), grace a l'analyse de l'ensemble du génome
tumoral et la possibilité de screening d'un grand nombre de tumeurs, de démontrer la
présence d'une délétion en 11q dans environ un tiers des neuroblastomes (15% a 45% en
fonction des études) (2,3,4,5,6,8,12,13,20,36) et dans la majorité des stades IV de I'INSS sans
amplification de NMYC (13,36), ce qui en fait la délétion la plus fréquente dans le

neuroblastome (12).
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La délétion 11g présente une corrélation inverse avec I'amplification de NMYC et la

délétion 1p et une corrélation positive avec le gain en 17q (2, 3, 4, 8, 12, 14, 20,36).

11qLOH est associée a une survie sans événements diminuée chez les patients
n’amplifiant pas NMYC, c’est probablement di au fait que peu de tumeurs avec 11qLOH
amplifient NMYC et quand I'association est retrouvée I'impact pronostique de NMYC est

prédominant (12).

En tout cas, la délétion 11q peut se montrer intéressante chez les patients a haut

risque, sans amplification du gene NMYC (12,14).

Les délétions du bras long du chromosome 14 et du bras court du chromosome 3 sont

des anomalies génétiques récurrentes, corrélées a la délétion 11q (14).

Selon une étude récente, 11qLOH est un facteur indépendant de mauvais pronostic
chez les patients a bas risque et a risque intermédiaire et de survie globale diminuée (8, 20,
13,14), il est associé a des stades avancés, a un age élevé des patients et a une histologie

défavorable.
C’est I'un des critéres du nouveau systéme de stadification de I'INRG (13).

Les études de perte d’hétérozygotie ont permis de localiser la plus petite région en
11923-3 (16), indigquant la présence probable d'un géne suppresseur: CADM est un géne
candidat identifié au niveau de cette région et qui code pour une molécule d'adhésion

cellulaire, a effet antiprolifératif sur les cellules neuroblastiques (3, 20,36).

Une étude récente a comparé deux groupes de tumeurs: celles présentant une
amplification NMYC et celles avec délétion en 11q. Il est évident que le pronostic est
défavorable pour les deux groupes. lls ont la méme survie globale, mais sont trés différents
guant a I’'dge moyen au moment du diagnostic (21 mois pour le groupe NMYC et 42 mois
pour le groupe 11q). L’association de ces deux anomalies chez le méme patient est tres rare.
Il s’agit de deux profils génomiques différents : les cas avec NMYC amplifiés sont associés a
une délétion 1p et a un gain en 17q, tandis que le groupe avec 11qgdel présente
généralement d’autres anomalies chromosomiques segmentaires. Ce dernier groupe est
caractérisé par une plus grande fréquence de cassures chromosomiques au niveau des

cellules tumorales.
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On a suggéré I'existence d’un phénotype d’instabilité chromosomique en rapport avec
la perte d’un ou de plusieurs génes. Un gene candidat : le H2AFX a été identifié au niveau de
la région 11g23.2-g23.3 dont la perte semble compromettre la stabilité génomique et
augmenter la susceptibilité au cancer, en I'absence de la protéine p53. Les tumeurs avec
11qdel expriment moins le H2AFX que celles ayant un chromosome 11q intact ou celles
amplifiant NMYC. Si cette hypothése d’instabilité chromosomique est juste, ¢ca devrait avoir
des implications thérapeutiques, dans le sens d’un traitement chirurgical radical, portant sur

I'ensemble des cellules tumorales, vu leur grand potentiel de mutation (38).
v’ La délétion du bras long du chromosome 14 :

On a également décrit des modifications de structure sur le bras long du chromosome
14 (1). LOH14q survient a une fréquence élevée dans le neuroblastome, environ 23% des

tumeurs primitives sont concernées, au niveau de la région 14q 23-32.

Il existe une forte corrélation avec LOH11qg et une corrélation inverse avec la délétion
1p et I'amplification du géne NMYC. Cependant, aucune corrélation n’a été retrouvée avec

les autres facteurs cliniques ou biologiques ou avec I'évolution (12,14).
v’ La perte du bras court du chromosome 3 :

Présente dans 13% a25% des cas de neuroblastome. 3p26del est communément
associée avec LOH11g10 et le plus souvent rencontrée chez des enfants a un age avancé. Un
certain nombre de genes suppresseurs des tumeurs retrouvés au niveau de la région 3p et
récemment la Semaphorine 3B, sont possiblement associés a la pathogénie du

neuroblastome (20)

v’ Autres pertes chromosomiques : 4p, 6q, 10q, 19p et 19q... (20)
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» Les gains chromosomiques :

v’ Le gain du bras long du chromosome 17 :

Des anomalies du bras long du chromosome 17 furent signalées par Gilbert dans des
caryotypes de neuroblastome (14,36) : la trisomie du bras long du chromosome 17 est une

anomalie caryotypique spécifique (12).
Les méthodes d'analyse sont la FISH ou la CGH (2,3).

Les études faites par hybridation génomique comparative (CGH) ont montré que le
gain de matériel au niveau de 17qg était la plus fréquente des anomalies génétiques du
neuroblastome, intéressant plus de 50 % des tumeurs (5, 12, 13,36), et jusqu'a 70%-75 % des
formes diploides/tétraploides (2,20).

C'est I'un des facteurs pronostiques les plus péjoratifs (1, 12, 14,15), alors que le gain

du chromosome 17 entier est corrélé aux formes de pronostic favorable (1, 6, 12,13).

Le gain déséquilibré du chromosome 17 représente un facteur indépendant de
pronostic défavorable, présent dans les tumeurs agressives avec ou sans amplification du
gene NMYC (1, 2, 14,36).

Enfin, la signification pronostique du gain en 17q en relation avec les autres marqueurs

génétiques et biologiques devrait faire I'objet d'études plus poussées (4, 12,14).

Méme si le gain déséquilibré en 17q peut étre isolé (2), Il survient le plus souvent dans
le cadre de translocations déséquilibrées 1-17 : t (1;17) qui entrainent a la fois une perte de
I'extrémité du chromosome 1 et une trisomie partielle de I'extrémité distale du chromosome
17q (1, 2, 4, 12,14, 20,36).

D'autres chromosomes peuvent étre impliqués notamment 3p et 11q (20,36).

Les points de cassures sont hétérogénes, mais la région 17g22gter est la plus petite
région commune de gain de matériel chromosomique, elle porte probablement un ou
plusieurs génes qui contribuent a la tumorogenése en cas d’hyperexpression, possiblement
par effet dose résultant de la trisomie partielle. Un gene anti-apoptotique " la survivine" a
été évoqué (6, 12, 13,36). Des études récentes ont impliqué, a c6té du BIRC5 (survivine)
d'autres genes candidats : NME1 et le PPM1D (8).
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v’ Le gain du bras long du chromosome 12 :

Un bas niveau de gain en 12g24-31 est un facteur pronostique chez les patients

atteints de neuroblastome.

Les patients sans amplification de NMYC et sans amplification de la région 12g24.31
ont le meilleur pronostic, ceux ayant seulement un gain en 12924.31 sont de pronostic

intermédiaire et ceux ayant I'amplification NMYC seule avaient le pronostic le plus mauvais.

Tout comme pour le chromosome 11, le gain en 12g24.31 et I'amplification NMYC

surviennent rarement chez le méme patient.

Cette anomalie n'est pas associée aux autres facteurs pronostiques tels I'histologie
(INPC), I'age et le stade, suggérant qu'’il s'agit d'un facteur pronostique indépendant dans la

stratification du risque.

Parmi les 40 génes identifiés au niveau de la région 12g24.31, 5 sont hyper-exprimés
dans le neuroblastome, mais le géne DIABLO a montré |'activation la plus forte et la plus

spécifique, dont le role devrait faire I'objet de plus d’études dans le futur (37).
v’ Autres gains et amplifications :

L'amplification d’au moins 6 régions non synténiques du locus 2p24 du gene NMYC
ont été retrouvées au niveau des cellules neuroblastiques : 'ADN des chromosomes 2p22,

2p13, le géne MDM2 au niveau 12q13 et le géne LMYC au niveau 1p32 (12,14).

Aucun neuroblastome ne montre I'amplification d’'un géne sans que celle de NMYC ne

soit associée.

Des gains ou amplifications au niveau d’autres locus (4qg, 6p, 79 et 18q) ont été
identifiées par CGH, mais surviennent principalement en association avec NMYC, leur

prévalence et leur signification clinique et biologique demeure imprécise (12).
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d.L’altération d’expression des génes :

1. Les neurotrophines :

En raison du rble essentiel des facteurs neurotrophiniques dans la survie, le
développement et la différenciation des cellules neurales, les récepteurs TRK (NTRK1, NTRK2
et NTRK3 qui codent respectivement pour TRKA, TRKB et TRKC) et leurs ligands (NGF, BDNF

et Neurotrophine-3) ont fait I'objet de plusieurs études (8, 9,14).

Une expression aberrante de ces récepteurs a été identifiée dans les neuroblastomes

(13) et semble étre impliquée dans la différenciation et la régression de ces tumeurs.

Les récepteurs TRK ont été identifiés comme d’importants facteurs pronostiques dans

le neuroblastome (9).

* TRKA est le récepteur de NGF, le NGF peut induire une différenciation des
neuroblastes en présence de TRKA, il permet in vitro la survie des neurones sympathiques et
sensoriels (1, 8, 12, 36,39). Les neuroblastes exprimant TRKA entrent en apoptose en
I'absence de NGF (8, 12, 14,36). Les effets biologiques de TRKA incluent la différenciation
neuronale ou 'apoptose, en fonction de la présence ou I'absence de NGF et I'inhibition de la
prolifération et I'angiogenése (9).Ceci dit, la voie de signalisation NGF/TRKA peut provoquer
la différenciation ou la régression des neuroblastomes favorables, en fonction de la nature

du microenvironnement (8,9).

Il existe une corrélation inverse entre la forte expression de TRKA a la surface du
neuroblaste et le principal facteur défavorable qu’est I'amplification de NMYC (1, 2, 4,
12,28). Par contre, il y a une corrélation positive avec les petits stades de neuroblastome, le
jeune age des patients, le caractére non diploide, I'histologie favorable et la bonne évolution

clinique (1, 2, 4, 6, 8,9, 12,14, 39, 48).

La voie de TRKA peut étre aussi en rapport avec PHOX2B ou les programmes de

différenciation régulés du Delta-Notch (9).
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Le neuroblastome est parmi les cancers humains, celui qui présente le taux de
régression spontanée le plus élevé. Les nourrissons présentant des stades IVS sont
caractérisés par une progression initiale rapide et souvent multifocale, suivie d’une
involution tumorale rapide. La mise en route retardée d’'un phénoméne normal d'apoptose
est proposée pour expliquer un tel phénomene. L'absence de NGF représente un facteur
essentiel pour 'apoptose du systéme nerveux en développement et I'élimination des cellules

neuroblastiques devenues inutiles (9,36).

Le TRKA est un récepteur transmembranaire qui fonctionne probablement comme un
homodimeére, la fixation du NGF sur le TRKA active I'autophosphorylation du récepteur, les
protéines de signalisation, la transduction du signal et l'induction de la transcription
génétique. L'activation du récepteur par le NGF conduit a la survie et a la différenciation des
neuroblastes en cellules ganglionnaires. Les neuroblastes sélectionnés induisent I'invasion et
la prolifération des cellules de Schwann et ces cellules stromales produisent des facteurs

neurotrophiques qui entrainent la différenciation neuroblastique (12).

Une forte expression de TRKA induit I'apoptose des cellules neuroblastiques par
I'altération de l'activité des protéines impliquées dans la régulation de la survie cellulaire et

la signalisation de I'apoptose dont : la p53, Bcl2 et la Caspase 3 (48).

Une étude récente a identifié I'expression de TRKA comme étant un facteur

pronostique indépendant.

Si les premiéres études ont mesuré I'expression de TRKA par la PCR semi-quantitative,
la meilleure technique actuellement est la RT-PCR quantitative en temps réel, qui est plus
rapide, plus sensible, permettant une quantification plus précise avec possibilité de détecter

les niveaux les plus bas d'expression du TRKA (39).

* TRKB, récepteur de BDNF est fortement exprimé dans les tumeurs de stades avancés
et présentant une amplification de NMYC, il est donc associé a un pronostic défavorable (2,

4,6,13, 14,36).
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L'activation du TRKB par son ligand BDNF favorise la prolifération, la migration,

I'angiogenése et la chimiorésistance des cellules neuroblastiques (9).

L'expression du TRKC a été retrouvée dans les tumeurs de stades précoces et, tout

comme le TRKA, TRKC n'est pas exprimé par les tumeurs amplifiant NMYC (12, 13,14).

Les neuroblastomes biologiquement défavorables peuvent exprimer une isoforme
active du TRKA (TRKA-IIl), qui est oncogénique et qui favorise la croissance tumorale et

I'angiogenése, indépendamment du NGF (8, 9,39).

De méme, une isoforme tronquée de TRKB (ne comportant pas le domaine catalytique
tyrosine kinase), peut étre exprimée par les tumeurs plus différenciées et favorables (8,

9,14).

*P75 : un autre récepteur transmembranaire nommé P75 (TNFRSF16) se lie a tous les
neurotrophines de la famille NGF, avec une faible affinité. Ce récepteur est un membre de la
famille des récepteurs des facteurs tumoraux de la nécrose (TNFR). Théoriquement, le P75
peut conduire aussi bien a la mort cellulaire qu'a la différenciation en réponse a un ligand en
fonction de la présence ou non qu'une co-expression de TRK. L'expression du P75 dans le
neuroblastome a toujours été associée a une évolution favorable, méme si sa signification

biologique et pronostique indépendamment du TRK demeure imprécise (12,14).

En conclusion, les neurotrophines et leurs récepteurs conditionnent plusieurs
fonctions cellulaires dans le neuroblastome et la complexité des réponses de signalisation
reflete la multiplicité des voies impliquées. Des informations plus détaillées sur les
mécanismes de régulation de la différenciation suggerent de nouvelles options
thérapeutiques. Ces récepteurs de la tyrosine kinase peuvent servir de cible thérapeutique,
en raison de leur localisation a la surface cellulaire et leur distribution limitée au sein des

tissus normaux (13).
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Figure 5 : Représentation schématique de la signalisation Trk dans les neuroblastomes.
(D’apres Maris et al, 2007).
Le récepteur TrkAll, quand il est exprimé dans les neuroblastomes, peut induire la
différenciation des cellules en présence de son ligand, le NGF, ou I'apoptose en I'absence de

NGF. Lorsque le récepteur TrkB et son ligand, le BDNF, sont présents, ils favorisent I'invasion

des cellules tumorales (66).
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2. Le gene de résistance multiple aux drogues MDR:

Certains neuroblastomes ont tendance a bien répondre a la chimiothérapie initiale,
mais une résistance secondaire peut survenir en cours de traitement, probablement en

rapport avec le flux important de médicaments.

Les genes de la résistance multiple aux drogues (dont le MDR1, le MRP1 et le MRP5)
sont le plus souvent impliqués dans la résistance in vitro aux agents chimiothérapeutiques

(5,12).

Ce systéme permet d’activer une pompe membranaire au niveau de la cellule tumorale
et de rejeter, ainsi, certains antimitotiques. L'utilisation d’agents reversant cette pompe

(quinidine, ciclosporine) pourrait ainsi permettre une meilleure efficacité thérapeutique (1).

L’hyperexpression du gene MRP montre une association avec I'amplification du géne

NMYC, mais ¢a reste un facteur de mauvais pronostic en soi (6).
3. La molécule CD44 :

Il s’agit d’un marqueur moléculaire corrélé au pronostic de la maladie neuroblastique,
représenté par une glycoprotéine de surface, impliquée dans les interactions intercellulaires

entre les cellules et la matrice extracellulaire (4, 6,7).

L'absence d’expression de CD44 est associée a un pronostic défavorable (4), alors que
son expression permet de définir un sous-groupe de patients de pronostic favorable, méme
pour les stades Il et IV. Son expression est inversement corrélée a I'amplification de NMYC
(2,5). En analyse multi-variée, le CD44 a été identifié¢ comme facteur pronostique

indépendant (5,6).

Les génes couramment impliqués dans I'oncogenése semblent intacts. Ce sont les

génes TP53, CDKN2A et HRAS (8,12).
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e. Les voies de signalisation de l'apoptose :

Le neuroblastome a le taux de régression spontanée le plus élevé en cancérologie
humaine, I'activation retardée des voies normales de |'apoptose pourrait étre importante

dans ce phénomene.

L'activation de la mort cellulaire programmeée peut provenir de divers stimuli, tels que

la présence ou I'absence de ligands exogenes ou de dommages au niveau de I’ADN.

Toutefois, d’autres protéines de surface cellulaire, comme les membres de la famille
TNFR (par exemple P75 et CD95) pourraient étre impliquées dans l'initiation de I'apoptose

dans les cellules neurales et les neuroblastomes.

Les molécules intracellulaires chargées de relayer le signal apoptotique incluent la
famille des protéines BCL2. BCL2 est fortement exprimée dans la plupart des
neuroblastomes et le niveau d’expression est inversement corrélé a la proportion de cellules

subissant I'apoptose et le degré de différenciation cellulaire.

Les protéines BCL2 peuvent également étre importantes dans l'acquisition de la

résistance a la chimiothérapie.

Enfin, il est évident que |'expression accrue des Caspases- enzymes protéolytiques
responsables de I'exécution du signal apoptotique- dans les neuroblastomes est associée a

des caractéristiques biologiques favorables et a une meilleure évolution de la maladie.

Ainsi, les neuroblastomes qui sont sujets a subir 'apoptose sont plus susceptibles de

régresser spontanément et/ou de bien répondre a la chimiothérapie (12,14).

Les principaux éléments de la cascade de signalisation apoptotique avec expression et
modeles d’activation anormaux comprennent la survivine, a c6té de la famille BCL2 et la

caspase8. Cette derniére est affectée par I'inactivation due au silencage épigénétique.

L'hyperméthylation de I'lle CPG des promoteurs de génes est un mécanisme fréquent

d’inactivation fonctionnelle des génes.
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Dans le neuroblastome, ce mode d’inactivation a été démontré non seulement pour la
caspase8, mais également pour les 4 récepteurs de I'apoptose TRAIL, FLIP : inhibiteur de la

Caspase 8, le suppresseur de tumeurs RASSF1A, p73, RB1, DAPK, CD44, P14ARF et p16INK4a
(9).

2. Nouveaux facteurs pronostiques moléculaires :

a. Legéne ALK :

Le gene ALK (Anaplastic lymphoma kinase) est un gene localisé en 2p23, qui code pour
un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase, sa masse moléculaire apparente

est de 220 KDa (13, 20,35, 63, 85, 87,89).

Récemment, de nombreuses équipes ont identifié 'ALK comme géene majeur de

prédisposition au neuroblastome (14,35, 63,84, 85,86).

L'ALK est largement exprimé dans le systeme nerveux embryonnaire, son expression

chute significativement aprés la naissance, puis a I’age adulte (87,89).

Il a été proposé que I'expression endogeéne de I'ALK favorise |'excroissance neuronale

et la génération des motoneurones (17,18).

Les mécanismes par lesquels 'ALK est physiologiguement activé n’ont pas été

completement élucidés.

Chez les humains, le facteur de croissance pléiotrophine fixant I'héparine (PTN): "The
Heparin Binding Growth Factor Pleiotrophin" a la capacité de se lier a 'ALK et entrainer son

activation méme si cette action est quelque peu controversée (17,19).

Dans une étude qui avait pour objectif de comparer I'expression de ce géne dans le
neuroblaste feetal humain et le neuroblastome, I'ALK a été détecté parmi les génes activés
dans les neuroblastomes défavorables par rapport aux neuroblastes feetaux, suggérant un

réle oncogénique possible de I’ALK (21,87).
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L'ALK possede un domaine extracellulaire hautement similaire au LTK (Leukocyte
receptor tyrosine kinase) et tous deux, avec IGF-1R et c-Ros Kinases, appartiennent a la

famille des protéines a insuline (65).

Au cours du développement cérébral, I'expression la plus élevée est retrouvée au
niveau du thalamus, le mésencéphale, le bulbe olfactif et des parties sélectives des ganglions

craniens et dorsauxm (76,77).

Il est a noter que des fréquences élevées d’expression de I’ALK ont été rapportées dans
des échantillons de neuroblastomes primitifs (22/24 échantillons) et dans d’autres lignées
cellulaires tumorales dérivées de tumeurs neuro-ectodermiques, dont le neuroblastome

(13/29 lignées cellulaires) (79).

Ces modeéles d’expression de I'ALK suggerent son ro6le primordial dans le

développement neural normal, de méme que dans la pathogénie du neuroblastome (65,89).

A ce jour, le statut génomique de I'ALK a été évalué principalement en utilisant la CGH,
I'hybridation comparative de la séquence exprimée (comparative expressed sequence
hybridization) et I'analyse par Southern Blot, et ce, dans les lignées cellulaires tumorales et

guelques échantillons de neuroblastomes humains (22,28,64,86).

Les translocations entrainant une activation constitutive de I'ALK ont été impliquées
dans la pathogenése de plusieurs pathologies malignes humaines dont le lymphome
anaplasique a grandes cellules (NPM-ALK), le cancer du poumon non a petites cellules
(EML4-ALK), le carcinome spino-cellulaire (TPM4-ALK) et les tumeurs myo-fibroblastiques
inflammatoires (), probablement en modifiant la réponse de la voie protéine kinase activée

par les mitogénes (13,14,80,82, 85,105,106,107).

L'ALK a été initialement identifié via I'analyse d’une translocation spécifique associée
avec un sous-type rare de lymphome malin non hodgkinien (87,89). Il s’agit de la partie

COOH terminale de la fusion de la protéine nucléophomine (NPM-ALK) (87).

72



Facteurs pronostiques dans les tumeurs neuroblastiques : résultats de la répartition
des données histopathologiques selon I’age et le stade clinique a propos de 92 cas

» ALK-Stade clinique :

Selon des études récentes, des cas avec immuno-réactivité positive de I’ALK ont été
retrouvés dans tous les stades cliniques, sans différence significative avec les cas négatifs
dans le stade | (53% ALK positifs), stade Il (45% ALK positifs) et stade IV (53% ALK positifs). Il

a été noté que dans les stades Il et IVS, I'expression de I'ALK concerne 71% des cas.

Néanmoins, quand on regroupe les stades favorables (I, Il et IVS) et les stades
défavorables (lll et IV), on observe une hyperexpression significative de I'ALK dans les stades
de neuroblastomes les plus agressifs (84,87). D’aprés De Brouwer et al., les mutations de
ALK sont présentes a des fréquences similaires quelque soit le stade clinique du

neuroblastome (88).
» ALK-Pronostic :

Dans le neuroblastome, les mutations avec hyperexpression du gene ALK ou les
anomalies du nombre de copies du gene sont associées a un pronostic pauvre de la maladie

(63,84).

De plus, on a observé une concordance entre 'immuno-réactivité de I’ALK et le taux de
mortalité, celui-ci est quatre fois supérieur dans les cas ALK positifs par rapport aux cas ALK
négatifs. Ainsi, d’apres ces données de méme que celles des études précédentes, il semble y
avoir un lien trés clair entre le niveau de la protéine ALK, I'agressivité du neuroblastome et la

survie globale (84).
» ALK-aberrations chromosomiques :

Un lien génétique possible a été recherché entre les anomalies de I'ALK et les autres
aberrations chromosomiques (gains-pertes) dans le neuroblastome. Certaines études n’ont
trouvé aucun lien (86), mais une étude récente a révélé une corrélation entre |'expression de
I'ALK et les délétions 11g, mais pour le gain en 179 aucune corrélation significative n’a été
retrouvée. On a également enregistré deux fois et demie plus de cas ALK positifs chez les

patients ayant une délétion 1p, par rapport aux cas n’ayant pas cette délétion (84).
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» ALK-NMYC :

L’association des aberrations du nombre de copies du géne ALK et du géne NMYC a été

rapportée par de nombreuses études (63).

D’une part, 'immuno-réactivité de I’ALK est fortement corrélée avec I'amplification du

géne NMYC, de méme que s