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RESUME

Prérequis: Le géne p73 code pour une protéine nucléaire qui est trés
homologue structurellement et fonctionnellement a la protéine p53.
Ceci indique que p73 agirait comme un suppresseur de tumeur.
But: A travers cette étude, on se propose d’étudier par
immunohistochimie le profil d’expression de p73 sur une série de
120 cas d’adénocarcinomes colorectaux et a considérer son
éventuelle implication dans le schéma de la carcinogenese.
Meéthodes: Etude rétrospective.

Résultats: Les résultats montrent que I’expression de p73 au niveau
des adénocarcinomes augmente en intensité et en distribution du
tissu normal au tissu tumoral superficiel et profond, de méme qu’au
niveau du tissu métastatique. En revanche, pour les adénocarcinomes
mucineux, I’expression de p73 diminue dans la tumeur par rapport a
la muqueuse saine et ce d’autant plus que les structures tumorales
baignant au sein du mucus sont peu différenciées, voire s’annule
totalement dans les cellules isolées et dans les métastases. Cette
constatation est renforcée par le fait que dans 1’adénocarcinome a
composante mucineuse < 50%, la positivité de p73 présente au
niveau des zones bien différenciées diminue sensiblement voire se
négative dans les territoires mucineux.

Conclusion: L’expression de p73 constituerait un facteur
pronostique potentiel pour les adénocarcinomes colorectaux
communs et sa négativité plaiderait pour son implication trés
probable dans la genese des adénocarcinomes mucineux.

SUMMARY

Background: The p73 gene encodes a nuclear protein that is highy
homologous to p53. p73 also shares some common functions with
p53 protein indicating that p73 gene is a p53-like tumor suppressor.
Aim: In this study, we examined by immunohistochemestry the p73
expression on 120 cases of colorectal carcinomas and evaluated its
implication in carcinogenesis.

Methods: Retrospective study.

Results: The results show an increase of intensity and distribution of
p73 in common adenocarcinoma from the normal mucosa, to primery
tumors and to metastases. However, in mucinous adenocarcinomas,
immunostaining of p73 decrease in primary tumor and completely
diseappears in isolated cells and metastases compared with matched
normal mucosa. These observations are further reinforced by the fact
that in adenocarcinoma with mucinous component less than 50%, the
positivity of p73 persist in well-differentiated areas and dramatically
decreases or completely deseappears in mucinous areas.
Conclusion: In conclusion, p73 would be a prognosic marker for the
common adenocarcinomas and an ethiopathogenic factor for the
mucinous subtype.
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Le gene p73, situé sur le chromosome 1p36, région qui subit de
fréquentes pertes d’hétérozygotie dans divers cancers humains,
code pour une protéine nucléaire contenant deux polypeptides
distincts - et 5. La structure de cette protéine est tres homologue
a celle de la p53 et les deux présenteraient ainsi des fonctions
communes : activation des génes de transcription, inhibition des
cellules de croissance et induction de I’apoptose [1]. Ceci
indiquerait que p73 est une protéine p53-like agissant comme
un suppresseur de tumeur [2]. Toutefois, certaines études
récentes montrent que la mutation de p73 ne serait pas un
évenement important dans la genese des cancers humains et
suggerent en revanche qu’elle aurait un impact d’ordre
pronostique de part son hyper expression notamment dans les
adénocarcinomes colorectaux et ce proportionnellement a leur
stade d’Astler Coller croissant [3].

Dans cette étude, on se propose d’analyser I’expression de la
protéine p73 d’une part au niveau du tissu tumoral de
I’adénocarcinome commun, mucineux, a composante
mucineuse ainsi que le tissu sain en regard et d’autre part au
niveau des métastases hépatiques et ganglionnaires lorsqu’elles
existent, et ceci pour étudier I'implication éventuelle de p73
dans la carcinogenese et la progression tumorale ainsi que sa
relation avec le pronostique.

MATERIELS ET METHODES

Patients

On se propose a travers cette étude immunohistochimique de
vérifier I’intervention de la p73 dans le processus évolutif des
adénocarcinomes colorectaux et de considérer son éventuelle
implication dans leurs schémas carcinogénétiques et ce a
travers 1’analyse de son expression sur une série de 120 cas
d’adénocarcinomes colorectaux répartis en 60 adénocarcinomes
non mucineux, 35 adénocarcinomes mucineux et 25 a
composante mucineuse < a 50%, diagnostiqués au laboratoire
d’Anatomie Pathologiques de I’'Hopital Mongi Slim a Tunis et
colligés sur 13 ans. Une étude de I’intensité et de la distribution
du marquage a été réalisée comparativement entre la muqueuse
saine contigué et a distance et les versants superficiels et
profonds des adénocarcinomes en fonction de leur type
histologique, de leur différenciation et de leur stade, ainsi qu’au
niveau des métastases ganglionnaires et hépatiques.
Immunohistochimie

Les coupes de Sym d’épaisseur a partir de blocs de tissus,
tumoraux et de la muqueuse saine, fixés préalablement au
formol et inclus en paraffine, sont déparaffinées en les placant
pendant une nuit dans 1’étuve a 37° puis dans un bain de toluéne
pendant 30 minutes. Avant d’inhiber 1’activité des péroxydases
endogenes par I'eau oxygénée a 3% pendant 10 minutes, 2
bains successifs d’alcool a 100° et a 95° suivis d’encerlage des
zones au DakoPen sont réalisés. Une méthode de restauration
antigénique au four & micro-ondes est réalisée en mettant les
lames dans le tampon citrate 0,01M, pH=6 a températures
décroissantes, 2 fois 5 minutes, suivie d’un refroidissement de
20 minutes puis un bain d’eau distillée stérile et de tampon tris.
Les coupes sont ensuite incubées une nuit a 4°C avec
I’anticorps monoclonal dirigé contre p73 (clone p73-9F7,
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ZYMED Laboratories) au 1/150. Les anticorps sont révélés par
incubation avec le polymere marqué a la horse radish
peroxydase (HRP) I’Envision (Dual Link System Peroxidase,
DakoCytomation Envision+) pendant 30minutes puis une étape
de rincage dans 3 bains de tampon tris est effectuée. La derniere
étape de la révélation consiste en une incubation pendant 20
minutes avec un substrat chromogene 3,3’-diaminobenzidine
(Liquid DAB+ Substrate Chromogen System,
DakoCytomation) suivi d’un bain d’hématoxyline aqueuse pour
colorer les noyaux.

L’interprétation des lames se fait par lecture au microscope.
Deux pathologistes, qui n’ont aucune information sur les
renseignements  cliniques ni  histologiques, évaluent
I’expression de p73 selon l'intensité et la distribution du
marquage. L’immunomarquage selon [’intensité peut &tre
faible, modérée, ou fortement positive. La distribution de
I'expression nucléaire de p73 est considérée négative si aucune
cellule tumorale n’est marquée ou si moins de 10% des cellules
tumorales sont positives, alors qu’elle est considérée positive au
dela de ce seuil et répartis en 4 niveaux : (10-25%), (26-50%),
(51-75%) et (76-100%). Cet immunomarquage est évalué au
niveau du tissu sain contigu et a distance, au niveau de la
tumeur et des métastases lorsqu’elles existent.

Les coupes sont interprétées microscopiquement en évitant
I’effet des artéfacts et en s’assurant de la qualité du montage qui
peut par interposition d’air entraver a une bonne interprétation.
Les cellules situées sur les marges des sections et les territoires
présentant une morphologie mal organisée sont considérées non
interprétables.

Analyse statistique

L’étude statistique a été effectuée par le test X2 afin de ressortir les
corrélations significatives du marquage immunohistochimique
dans les 3 groupes tumoraux. Le seuil p < 0,005, a partir duquel
les résultats sont considérés significatifs, est établit d’avance.

RESULTATS

Les résultats de notre étude immunohistochimique ont montré
une positivité nucléaire modérée des tissus sains contigus et a
distance de la tumeur volontiers localisée au fond des cryptes.
Cette positivité était plus accentuée au niveau de
1’adénocarcinome bien différencié. En effet, il n’existait aucune
différence significative quant a I’intensité et la distribution de
I’expression de p73 au niveau du tissu sain contigu et a distance
de la tumeur (p> 0,05). Par contre, cette expression augmentait
significativement en intensité du tissu sain au tissu tumoral en
passant par la dysplasie (p< 0,05) (figure 1A, 1B).

De méme et selon le degré de différenciation décroissant et le
stade d’infiltration croissant, on notait une augmentation
progressive et significative de ’intensité et de la distribution de
p73 (p<0,05) (figure 2). Dans I’adénocarcinome peu différencié
dessinant des structures trabéculo-cordonales et des cellules
isolées, I’expression de p73 était intense et diffuse (figure 3)
indépendamment de son degré d’infiltration et ce
comparativement a la faible positivité du tissu sain en regard.
En revanche, la variante d’adénocarcinome a cellules
indépendantes se distinguait par la négativité de ’anti-p73 alors



que le tissu sain contigu garde sa positivité (figure 4B et
cartouche).

Figure 1 : immunomarquage par 1’anti-p73 du : A: tissu sain a distance
(P73X200), B: tissu sain contigu a la tumeur bien différenciée
(P73X200),

Pour ce qui est des adénocarcinomes mucineux, nous avons
découvert que p73 avait un profil d’expression particulier qui
diminuait significativement en intensité et en distribution par
rapport au tissu sain et les territoires d’adénocarcinome
commun (p< 0,001) pour se négativer totalement en profondeur,
et ce d’autant plus que les structures tumorales qui le
constituaient, baignant au sein du mucus étaient peu
différenciées, peu cohésives dessinant des segments de glandes
voire des cellules indépendantes (figure 4A). Par ailleurs,
lorsque le carcinome mucineux se composait uniquement de
cellules indépendantes, la négativité était franche, absolue et
abrupte (figure 4B).

Pour les adénocarcinomes a composante mucineuse < a 50%;, la
positivité de I’anti-p73 persistait au niveau du contingent
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prédominant de type non mucineux, volontiers superficiel, et ce
avec un profil d’expression superposable a celui de
I’adénocarcinome commun sus décrit (p=0,558). En revanche,
dans les territoires de type mucineux, il rejoignait celui de
I’adénocarcinome mucineux (p>0,05) (figure 5).

Pour ce qui est des métastases ganglionnaires et hépatiques, le
marquage était tout a fait similaire a celui de 1’adénocarcinome
primitif quelque soit son sous-type histologique. Par contre,
nous avons noté 1’apparition ou I’accentuation de 1’intensité et
une augmentation de la distribution de I’immunoréactivité
lorsque c’est le contingent bien différencié du carcinome a
composante mucineuse qui métastasait. De méme, lorsque la
métastase reproduisait un adénocarcinome commun de moindre
différenciation, la positivité s’accentuait (figure 6A). Les
métastases d’un adénocarcinome mucineux étaient totalement
négatives (figure 6B).

Figure 2 immunomarquage par 1’anti-p73 au niveau d’un
adénocarcinome moyennement différencié (P73X200),

= P T Y, - o T P T
—

e N‘...- .ﬁ‘-‘.:‘;::at'\ i |
| R e e S A

o R o 7o % N
[~ - Q‘_.‘_‘.‘v Y . fo ™
-

.

-
» ~
i o

-

F

Figure 3 immunomarquage par 1’anti-p73 au niveau d’un
adénocarcinome a cellules indépendantes (P73X400).
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Figure 4 : Profil d’expression de l’anti-p73 A: faible positivité

nucléaire des structures glanduliformes d’un adénocarcinome
mucineux (P73X250); B: négativit¢ d’un carcinome mucineux a
cellules indépendantes (P73X400); C: Négativité d’un carcinome a
cellules indépendantes contrastant avec la positivité du tissu sain
(P73X100).

Figure 5 : Négativité de la composante mucineuse a 1’anti-p73 au sein
d’un adénocarcinome commun (P73X200).

Figure 6 : Immunomarquage a 1’aide de I’anticorps anti-p73 au niveau
de métastases hépatiques et ganglionnaires identique a la tumeur
primitive : A: positivité dans les structures glanduliformes d’un
adénocarcinome a composante mucineuse < a 50% (P73X250); B:
Négativité au sain du carcinome mucineux (P73X250).




DISCUSSION

L’analyse de nos résultats pour les adénocarcinomes communs
montre un profil d’expression de p73 identique a celui rapporté
par la majorité des études de la littérature. Certains auteurs ont
ainsi démontré que la transcription de I’ARNm de p73
augmente dans la tumeur par rapport au tissu sain adjacent et ce
dans plusieurs types de tumeur de 1’organisme [4, 5, 6,7]. Par
conséquent, la positivité nucléaire croissante, au niveau des
adénocarcinomes communs dans notre série,
proportionnellement au degré de différenciation décroissant et
des métastases ganglionnaires ou hépatiques correspondantes
éventuelles, confirme que p73 est un indicateur pronostique. En
effet, plusieurs études ont indiqué que p73 est corrélé a un
mauvais pronostique. Sun [8] a montré que I’hyper-expression
de p73 est un facteur de mauvais pronostique pour les patients
ayant un cancer colorectal. Tannapfel et al. [9], qui étudient le
carcinome hépatocellulaire, ont montré que les patients avec
une tumeur p73-positive ont un plus mauvais pronostique que
ceux avec une tumeur p73-négative. Ainsi, I’hyper-expression
de p73 serait un indicateur pronostique dans certains types et
sous-types de cancers.

D’autres études sur différents cancers notamment celui du sein
[10], du poumon [11, 12, 13], de la vessie [14], de I'oesophage
[15], de I’estomac [16], du colon [17], de I"ovaire [18, 19, 20]
et du foie [21] ainsi que sur le mélanome [22] et le
neuroblastome [23] ont montré que la perte allélique, la
transcription de I’ARNm, et la mutation du p73 ne sont pas des
événements génétiques principaux dans la carcinogenese et le
développement tumoral. Le mécanisme par lequel la p73
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