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| - Introduction

Les carcinomes a cellules chromophobes (CCCh) représentent 5 a 10% des tumeurs
rénales et correspondent au troisieme sous-type histologique en fréquence, apres les
carcinomes a cellules claires et les carcinomes papillaires. Ils sont décrits depuis une
trentaine d’années et sont actuellement bien caractérisés sur le plan

histopathologique, immunohistochimique, ultrastructurale et cytogénétique.

1-Historique
C’est Thoenes et al qui a décrit pour la premiere fois les CCCh, en 1985 (1). A cette
date, les carcinomes rénaux étaient classés selon leurs caractéristiques
cytoplasmiques, basées principalement sur leur morphologie et I'affinité tinctoriale du
cytoplasme avec les colorations de 'Hématoxyline-Eosine (HE) et du bleu Alcian en
microscopie optique. Ainsi, les tumeurs épithéliales étaient classées en adénome ou
carcinome avec 4 types cellulaires décrits: les cellules claires, les cellules
basophiles, les cellules éosinophiles et les cellules oncocytaires. Dans une série de
plus de 500 tumeurs rénales épithéliales, 12 étaient restées inclassables selon les
critéres alors en vigueur. Ces 12 tumeurs ont alors été étudiées par Thoenes et al (1)
en microscopie optiqgue avec différentes colorations et en microscopie électronique
afin de mieux caractériser cette population de tumeur dont les cellules ne se
coloraient pas avec les colorations classiques. Ces cellules ont alors été dénommeées
«cellules chromophobes ». Les caractéristiques morphologiques de cette série de
12 tumeurs étaient les suivantes : architecture solide principalement et acineuse pour
un des cas, cellules de grande taille, polygonales, aux cytoplasmes abondants,

légerement opaques ou finement réticulés mais pas clairs sur la coloration de I'HE et



aux noyaux anisocaryotiques avec des contours irréguliers. Dans quelques cas, une
proportion de cellules aux cytoplasmes éosinophiles, modérément abondants était
décrite. L’ensemble des tumeurs présentait une coloration cytoplasmique diffuse et
forte, de couleur bleue, avec la coloration au fer colloidale de Hale. La coloration du
Bleu Alcian n’était que faible. L'étude en microscopie électronique révélait la
présence de nombreuses fines structures vésiculaires intra-cytoplasmiques,
dispersées ou parfois regroupées entre elles, mesurant de 150 a 300 nm. Ces
vésicules comportaient elles-mémes une vésicule internalisée formée a partir d’'une
invagination cytoplasmique de la membrane vésiculaire. Par la suite, d’autres études
ultrastructurales (2—4) ont confirmé la présence de ces vésicules, ainsi que de
mitochondries en quantité variable situées a proximité de la membrane

cytoplasmique, comme étant assez spécifique de CCCh.

2- Epidémiologie
En France en 2011, I'Institut National du Cancer rapporte 11000 nouveaux cas de
cancer du rein, soit prés de 3% de I'ensemble des cancers, ceci correspondant au
6éme 7éme

rang par incidence et au rang de mortalité (2,6% des déces par cancer).

Selon les séries, les CCCh représentent 5 a 10% des tumeurs rénales. lls sont
généralement diagnostigués durant la cinquieme décade. Contrairement au
carcinome a cellules claires, les carcinomes a cellules chromophobes sont
d’excellent pronostic. Une récente série de 203 CCCh (5) rapporte que la survie sans
progression est de 96,3% et 93,6% a respectivement 5 et 10 ans de suivi. Les cas de
récidive apres traitement chirurgical, de récurrence ou d’évolution métastatique sont
rares. Ces dernieres décennies, plusieurs équipes ont fait part de leur expérience en

publiant des séries de CCCh et deux récentes revues de la littérature (6,7) ont repris



'ensemble des données liées aux formes évolutives : 6 a 7% des patients présentent
une récidive de la maladie ou une évolution métastatique et 6% des patients meurent

de leur maladie.

La plupart de ces cancers sont diagnostiqués au stade | et Il de la maladie (6,8,9),
c’est-a-dire a un stade localisé, sans extension aux ganglions lymphatiques ou aux

organes a distance.

3- Facteurs de risques
La consommation tabagique, I'obésité sévere, I'exposition professionnelle au
trichloroéthyléne sont des facteurs de risque de carcinome rénal, en général, mis en
évidence sur des séries constituées essentiellement de patients porteurs de
carcinome a cellules claires (10,11). Une récente étude a comparé les facteurs de
risque au sous-type histologique des carcinomes rénaux, et confirme que la

consommation tabagique et I'obésité sont des facteurs de risques de CCCh (12).

4- Critéres diagnostiques

a- Présentation clinique

Comme pour toutes les tumeurs rénales, les CCCh sont souvent cliniguement
asymptomatiques et de découverte fortuite, au décours d’une imagerie abdominale
pour diverses indications. Les signes d'appel cliniques sont [I'hématurie
macroscopique, la douleur lombaire et le syndrome de masse dans la fosse
lombaire. La présence de signes cliniques est souvent synonyme de tumeur plus

volumineuse et évoluée.



b- Données radiologiques

Les tumeurs rénales sont bien souvent de découverte fortuite sur une imagerie
abdominale. En échographie, les CCCh sont hypoéchogénes de maniére uniforme,
comme la majorité des tumeurs rénales. Depuis une quinzaine d’année, les progres
de [limagerie ont surtout eu lieu dans [I'amélioration des techniques de

tomodensitométrie et de I'imagerie par résonnance magnétique.

En tomodensitométrie, les CCCh montrent une prise de contraste homogéne alors
que les carcinomes a cellules claires, les carcinomes papillaires et les carcinomes
des tubes collecteurs présentent une prise de contraste périphérique hétérogene. De
plus, les CCCh seraient assez fréquemment le siege de calcifications, contrairement

aux carcinomes a cellules claires (13).

L'imagerie par résonnance magnétique retrouve globalement les mémes
caractéristiques que les carcinomes a cellules claires, a savoir une lésion en
hyposignal T1. Cependant, les CCCh, méme de grande taille, ne présentent que

trés rarement des remaniements nécrotiques (14).

Plus récemment, les données de I'imagerie par résonance magnétique dynamique
montrent que les CCCh ont un index de rehaussement intermédiaire aux phases
corticomédullaire et néphrographique, alors que les carcinomes a cellules claires ont

un index élevé et les carcinomes papillaires ont un index bas (15).

c- Données histopathologiques
Depuis la premiére observation de Thoenes et al, les criteres de diagnostic

anatomopathologique se sont préciseés.



Sur le plan macroscopique, il s’agit de tumeur unifocale, bien limitée mais non
encapsulée, charnue, parfois lobulée, de couleur grise, beige a brune ou jaune (6—
8). Les remaniements hémorragigues ou nécrotiques sont observés dans environ
15% des cas (8). Il n’y a habituellement pas de fibrose centrale stellaire comme dans

les oncocytomes (Figure 1).

Figure 1- Aspect macroscopique d'un CCCh: lésion bien limitée, de couleur brun-beige, lobulée

Sur le plan microscopique, I'architecture tumorale est le plus souvent faite de larges
alvéoles de cellules séparées par de fines cloisons fibrovasculaires, mais aussi de

nids de cellules, de travées, de nappes solides, de tubules ou de papilles (1,5-7,16).



Dans les CCCh, 2 types de cellules tumorales sont décrites : les cellules d’aspect
« classique » et les cellules daspect « éosinophile». Les secteurs dits
« classiques » sont constitués de cellules de grande taille, aux contours
guadrangulaires, avec une membrane cytoplasmique bien dessinée. Leur cyoplasme
est clarifié, microbuleux, réticulé. Leurs noyaux possédent des contours irréguliers,
parfois trés anguleux ou avec un aspect chiffonné, incisuré, sans nucléole
proéminent. Un halo clair péri-nucléaire est frequemment observé, ainsi que des bi-
nucléations. Les secteurs dits « éosinophiles » sont constitués de cellules de plus
petite taille avec des contours membranaires plus arrondis, un cytoplasme
éosinophile, modérément abondant et un noyau plus régulier que dans la forme
classique. Ainsi, trois variants de CCCh sont décrits :

- le variant classique, possédant plus de 80% de cellules classiques (Figure 2)

- le variant éosinophile, possédant plus de 80% de cellules éosinophiles

(Figure 3)

- le variant mixte, possédant plus de 20% des deux types de cellules (Figure 4)

Plus récemment, une équipe japonaise a proposé un nouveau variant de CCCh
appelé variant « oncocytique » qui présente une cytologie d’'oncocytome, avec de
grandes cellules éosinophiles et des noyaux de petite taille, arrondis, mais des
caractéristiques immunohistochimiques et cytogénétiques de CCCh (17,18). Ce
variant n’est cependant pas en encore reconnu par les sociétés internationales

d’uropathologie.
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Figure 2- Variant classique de CCCh

Figure 3- Variant éosinophile de CCCh

classique" (a droite) et un secteur dit "éosinophile"

Figure 4- Variant mixte de CCCh associant un secteur dit

(a gauche).



Comme pour tous les carcinomes rénaux, les CCCh peuvent présenter un contingent
sarcomatoide. Comme son nom [lindique, ce contingent ressemble a une
prolifération sarcomateuse et est défini par une augmentation de la densité cellulaire,
des cellules fusiformes et atypiques agencées en faisceaux. Tous carcinomes
rénaux confondus, sa prévalence serait d’environ 5% (19) et sa présence est
associée a un mauvais pronostic avec une médiane de survie de 4 a 9 mois apres
que le diagnostic ait été posé (19,20). Selon certains auteurs, les CCCh seraient les
carcinomes rénaux les plus fréiguemment associés a un contingent sarcomatoide
avec une prévalence d’environ 8% (6,21-23). Cependant, d’autres séries, dont les
deux plus grandes séries de CCCh (291 et 203 cas) ne retrouvent qu’environ 2% de

tumeurs avec un contingent sarcomatoide (5,8,9,24).

Jusqu’a la fin de 'année 2013, le grade nucléaire de Fihrman était appliqué aux
CCCh, mais la conférence de consensus de lInternational Society of Urological
Pathology (ISUP) de Vancouver de 2013 a recommandé de ne plus l'utiliser pour ce
type de carcinome (25). Le grade nucléaire de Fihrman, décrit en 1982, soit avant
méme la reconnaissance des CCCh, s’établit sur la taille nucléaire, la forme
nucléaire et la proéminence du nucléole (26) (Tableau 1). Plusieurs études ont
montré que ce grade n’était pas lié a la survie des patients atteints de CCCh (27,28),

contrairement aux carcinomes a cellules claires. En effet, les CCCh présentant

volontiers des noyaux aux contours irréguliers, ce grade n’est pas adapté.
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Taille du noyau Contours du noyau Nucléoles Cellules monstrueuses

Grade 1 10 mm Réguliers Absents ou imperceptibles 0
Grade 2 15 mm Discrétes irrégularités Visibles au grossissement x 400 0
Grade 3 20 mm Nettement irréguliers Visibles au grossissement x 100 0
Grade 4 Idem grade 3 Idem grade 3 Idem grade 3 Cellules monstrueuses multilobées

Tableau 1- Critéeres du grade nucléaire de Fiihrman

Plusieurs équipes ont proposé d’autres systémes de grade tumoral. Le grade
nucléolaire, basé uniguement sur la taille nucléolaire, selon les critéres de Fiihrman,
est montré comme un facteur indépendant de survie (29,30), mais uniqguement pour
les carcinomes a cellules claires et les carcinomes papillaires. En 2010, Paner et al
proposent un grade basé sur la densité nucléaire et 'anaplasie, en 3 catégories (31).
Przybycin et al proposent en 2011 un grade nucléaire modifié en 4 catégories qui ne
tient pas compte des foyers de cellules avec un noyau hyperchromatique, polylobé,
sans nucléole, ainsi que des zones ou les noyaux se chevauchent (5). Cependant
ces grades n'ont pas été validés par les sociétés internationales d’uropathologie

comme étant significativement indépendant du stade tumoral.

Les cellules tumorales des CCCh sont classiquement colorées par la préparation au
fer colloidal de Hale : les cytoplasmes sont colorés de maniére diffuse d’une couleur
bleue, contrairement aux cellules des oncocytomes pour lesquelles la coloration de
Hale montre un marquage de la région apicale de la cellule. Cette coloration met en
évidence des muco-polysaccharides acides sulfatés, mais le mécanisme chimique

exact est encore imprecis.
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d- Données immunohistochimiques

Les CCCh expriment la Cytokératine-7 (CK7), avec un marquage cytoplasmique et
un renforcement membranaire du cadre cytoplasmique, de I'ensemble ou d'une
partie des cellules tumorales. La CK7 est le meilleur marqueur pour différencier les
CCCh des oncocytomes dont la morphologie peut étre proche des variants
éosinophiles. Dans les oncocytomes, la CK7 est exprimée de maniére tres focale.
Récemment, I'équipe de Jain et al (32) décrit un nouveau marqueur
immunohistochimique, 'Amylase a-1A (AMY1A), qui est positive dans 100% des
oncocytomes de leur étude et négative dans 96% des CCCh. D’autres marqueurs
ont également été testés ces dernieres années pour distinguer ces 2 entités, comme
LMP2, parvalbumine, MOC-31, caveolin-1, S100A1, claudin-7 et 8, MAGE-A3/4 et
NYESO-1, utilisé seuls ou en combinaisons, mais aucun ne semble totalement

spécifique a I'un ou a 'autre diagnostic (33—39).

Les CCCh expriment également le CD117, 'lEMA et 'E-Cadhérine de maniere
diffuse. Le CD10 et la vimentine ne sont généralement pas exprimés, contrairement

aux carcinomes a cellules claires (25,40,41).

e- Données de microscopie électronique

Thoenes et al ont fait la premiére description ultrastructurale des CCCh en 1985, en
caractérisant ces tumeurs par la présence de multiples vésicules intracytoplasmiques
de 150 a 300 nm, contenant elles-mémes une vésicule internalisée secondairement
a une invagination de la membrane vésiculaire (1). Ces vésicules ont ensuite été
décrites par d’autres auteurs, dans plusieurs autres sous types tumoraux, mais

jamais en guantité aussi importante que dans les CCCh (Figure 5). De plus, dans les
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CCCh, elles sont associées a des mitochondries en nombres variables et en position
périphérique dans le cytoplasme, au sein desquelles des cristaux tubulo-vésiculeux
étaient observés (42-44). Les variants éosinophiles de CCCh comportent des

mitochondries en plus grand nombre par rapport aux variants classiques (45).

La nature exacte de ces vésicules n'est pas connue, cependant une composante
mucopolysaccharidique intra-vésiculaire ou extra-vésiculaire est supposée par

certains auteurs, ainsi qu’une origine mitochondriale (46,47).

Figure 5- a) Vésicules intracytoplasmiques périnucléaires d'un CCCh. b) vésicules internalisées bien visibles.

Source: Stoker et al (3)
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f- Données cytogénétiques

Des pertes chromosomiques non aléatoires et récurrentes ont été décrites dans les
CCCh (48-52). Ces anomalies chromosomiques ont d’abord été démontrées par la
cytogénétique conventionnelle (caryotype conventionnel) (Figure 6), puis dans les
années 90 par le développement de la cytogénétique moléculaire (hybridation in situ
par fluorescence, analyse de microsatellite, hybridation génomique comparative sur
métaphase, puis sur puce a ADN et SNP-Array). Ces anomalies récurrentes
concernent la perte des chromosomes 1, 2, 6, 10, 13, 17 et 21. Aujourd’hui, ces
anomalies sont considérées comme étant spécifiques du diagnostic de carcinome a
cellules chromophobes et leur mise en évidence peut s’avérer utile dans les cas de
diagnostic histopathologique incertain. Ces anomalies sont également retrouvées

dans les formes pédiatriques de CCCh (53).

Ces pertes chromosomiques jouent probablement un réle dans la tumorigenese et
dans l'inactivation de génes suppresseurs de tumeur, mais cela n'est pas encore

clairement défini.
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Figure 6- Caryotype conventionnel d'un CCCh d'une adolescente de 17 ans. Caryotype hypodiploide avec

perte des chromosomes 1, 2,5, 6, 8,9, 13, 17, 21 et X. Source: Soller et al (39)

5- Pathogeénie
Les cellules a l'origine des CCCh pourraient étre les cellules intercalaires des tubes
collecteurs corticaux. C’est Storkel et al qui fait cette hypothése en 1989, suite a
I'analyse ultrastructurale et immunohistochimique d’'une série de 10 CCCh et de
parenchyme rénal non tumoral (3). lls montraient que les cellules intercalaires des
tubes collecteurs comportaient des vésicules intracytoplasmiques, en position
apicale, identigues a celles observées dans les CCCh. De plus, ces cellules

possédaient globalement le méme profil immunohistochimiqgue, a savoir un

marquage membranaire avec renfort apical pour I'anticorps anti-EMA.
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6- Données moléculaires
Les mécanismes cellulaires et moléculaires de la tumorigenese des CCCh ne sont

pas entierement connus a I'’heure actuelle.

Récemment, Chaux et al (54) ont étudié 'implication de la voie de signalisation de
MTOR (mammalian target of rapamycin) dans les CCCh. mTOR est une enzyme qui
intervient dans la prolifération cellulaire, la croissance cellulaire, la mobilité cellulaire,
la survie cellulaire, la synthése protéiqgue et la transcription. Lorsqu’elle est
anormalement activée, elle prend alors un rdle d’oncogene (55). Chaux et al
démontrent que, dans les CCCh, I'expression immunohistochimique de la molécule
PTEN, en amont de mTOR, est diminuée dans les cellules tumorales et que
'expression des molécules en aval, phospho-S6 et 4EBP1 sont au contraire
augmentées. Cela impliquerait donc une activation de la voie de signalisation de
MTOR. Contrairement aux carcinomes a cellules claires et aux carcinomes
papillaires du rein, I'expression de la molécule HIF-1a n’était pas significativement

augmentée par rapport au tissu sain dans cette étude.

Ces données sont confortées par la bonne réponse thérapeutique de patients

atteints de CCCh métastatiques sous inhibiteur de mTOR (temsirolimus).

7- Facteurs pronostiques
Différents facteurs pronostiques indépendants liés a la survie sans progression ou lié
a survie spécifique de la maladie ont été rapportés par de nombreux auteurs. Il s’agit
du stade tumoral (figure 7), d’'une taille tumorale >7cm, de la présence de nécrose
tumorale et la présence d’'un contingent sarcomatoide (5,6,8,9,56). Pour Przybycin et

al, les emboles tumoraux seraient un facteur de moins bon pronostic (5). Pour Paner
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et al, le grade nucléaire qu’ils proposent serait également un facteur pronostique de

qualité (31).

En cas de maladie métastatique, les CCCh ont un meilleur pronostic que les
carcinomes papillaires métastatiques et un pronostic globalement similaire aux
carcinomes a cellules claires métastatiques, avec une médiane de survie d’environ

29 mois (57).

T - TUMEUR PRIMITIVE
TX - Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive
TO — Pas de signe de tumeur primitive
T1 - Tumeur intrarénale = 7 cm dans son plus grand diamétre
Tia—tumeur £4 cm
T1b—tumeur >4 cm et < 7cm
T2 — Tumeur intrarénale > 7 cm dans son plus grand diamétre, limitée au rein
T2a—tumeur>7cmet<10cm
T2b — tumeur > 10 cm, limitée au rein
T3 — Tumeur étendue aux veines majeures ou aux tissus périrénaux mais sans
envahissement de la glande surrénale ipsilatérale ni dépassement du fascia de
Gérota
T3a — Tumeur macroscopiguement étendue a la veine rénale
ou a ses branches segmentaires (contenant des muscles) ou
tumeur envahissant la graisse péri rénale et/ou le tissu adipeux
du sinus rénal (hile rénal) mais sans dépassement du fascia de
Gérota
T3b — Tumeur macroscopiquement étendue a la veine cave
au-dessous du diaphragme
T3c — Tumeur macroscopiquement étendue a la veine cave
au-dessus du diaphragme ou envahissant la paroi de la veine
cave
T4 — Tumeur étendue au-dela du fascia de Gérota (y compris I'extension par
contiguité a la glande surrénale ipsilatérale)

N — ADENOPATHIES REGIONALES

NX — Renseignements insuffisants pour classer l'atteinte des ganglions
lymphatiques

NO — Pas d'atteinte des ganglions lymphatiques régionaux

N1 - Alteinte d'un seul ganglion lymphatique régional

N2 — Atteinte de plus d'un ganglion lymphatique régional

M - METASTASES A DISTANCE
MO — Pas de métastases a distance
M1 - Métastases a distance

Figure 7- Classification TNM des carcinomes rénaux, 2009 (UICC). Source: HAS, INCA
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8- Forme familiale : le syndrome de Birt-Hogg-Dubé
Le syndrome de Birt-Hogg-Dubé (BHD) est rare et touche environ 200 familles dans
le monde (58,59). Cette maladie est une génodermatose autosomique dominante,
secondaire a une mutation du géne FLCN, situé sur le chromosome 17 en position
17p11.2, codant pour la folliculine (60). Le réle de la folliculine n’est pas encore
parfaitement connu, mais cette protéine aurait un réle suppresseur de tumeur (61) et

interviendrait dans la voie de signalisation mTOR-AMPK (62,63).

Cliniguement, ce syndrome se manifeste par des tumeurs cutanés bénignes
(fibrofolliculome, trichodiscome), des kystes pulmonaires associés a des
pneumothorax récidivants et des tumeurs rénales, souvent bilatérales et multiples
(64). La prévalence des tumeurs rénales chez les patients porteurs d’'une mutation
sur le géne FLCN est assez large d’'une étude a l'autre et s’étend de 6,5 a 34%

(58,65,66):

- 50% de ces tumeurs sont représentées par des tumeurs hybrides, tumeur
associant un contingent de cellules possédant les caractéristiques
morphologiques des CCCh et un second contingent de cellules typiques
d’oncocytome. Ces 2 contingents cellulaires sont alors tres étroitement mélés

(Figure 8).

- 30% des tumeurs sont des CCCh

- 10% sont des carcinomes a cellules claires

- Description de rares carcinomes papillaires

Les tumeurs hybrides auraient un pronostic qui se rapproche plus de celui des

oncocytomes que des CCCh (67).
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Figure 8- Aspect morphologique d'une tumeur hybride, associant des aspects de CCCh et d'oncocytome

9- Prise en charge thérapeutique
Dans la grande majorité des cas, les CCCh sont découverts a un stade précoce et
localisé de la maladie (pT1 ou pT2). Ainsi, un traitement chirurgical par néphrectomie
partielle ou élargie, selon la taille, la localisation tumorale, I'envahissement du hile
rénal, suivi d’'une surveillance annuelle clinique et radiologique est bien souvent
suffisant. En effet, la survie sans progression a 5 ans apres résection chirurgicale
pour des tumeurs localisées est de 83% et la survie spécifique liée a la maladie est

de 89% (68).

Malgré les avancées thérapeutigues dans le domaine des carcinomes a cellules
claires métastatiques ces 10 derniéres années, il n’existe aujourd’hui toujours pas de
consensus quant a la prise en charge thérapeutique des formes métastatiques de
CCCh. Plusieurs essais thérapeutiques faisant intervenir des thérapies ciblées sont

en cours.

Un essai de phase Ill comparant le temsirolimus (inhibiteur de mTOR) et l'interferon
alpha dans les carcinomes rénaux de stade avancé a été mené par Hudes et al (69).

Il montrait que quel que soit le type histologique, tous les carcinomes rénaux
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semblaient répondre de maniére équivalente au temsirolimus : les carcinomes non a
cellules claires avaient une survie globale de 11,6 mois versus 10,7 mois pour les
carcinomes a cellules claires. Le traitement par interferon alpha avait une réponse
moindre dans le groupe des carcinomes non a cellules claires (4,3 mois de survie
globale) par rapport au groupe de carcinomes a cellules claires (8,2 mois de survie
globale). Cependant, dans cette étude, les CCCh représentaient a peine 20% de
I'effectif du groupe carcinome non a cellules claires et 3% de l'effectif total. Une
récente étude de cas a rapporté une survie sans progression de 20 mois sous
temsirolimus chez une patiente de 36 ans avec un CCCh métastatique, apres échec

du sunitinib (70).

Les inhibiteurs de tyrosine kinase ont également fait 'objet d’études : Choueiri et al a
suivi 7 patients porteurs de CCCh métastatiques sous sunitinib et 5 autres patients
sous sorafenib. 1 seul des 7 patients sous sunitinib et 2 des 5 patients sous
sorafenib ont présenté une réponse partielle, soit une réponse partielle pour 25% de
I'effectif. Les patients sous sorafenib semblaient avoir une médiane de survie sans

progression plus prolongée (27,5 mois) par rapport a ceux sous sunitinib (71).

Le gene C-Kit semble surexprimé dans les CCCh, sans que les mécanismes de
régulation soient identifiés. Aucune mutation activatrice du gene C-Kit n'a été
identifié (72-74). Cependant, C-Kit pourrait ainsi étre une nouvelle piste
thérapeutigue avec des inhibiteurs de C-Kit, tel que l'imatinib, le dasatinib ou le

nilotinib. Aucune étude avec ses molécules n’a été effectuée pour le moment.
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Il - Objectif de I’étude

Les carcinomes a cellules chromophobes métastatiques étant rares, peu d’études
ont été menées sur le sujet. Notre objectif était de mieux caractériser les cas
métastatiques de CCCh et de mettre en évidence de nouveaux facteurs pronostiques
basés sur l'index mitotique, I'évaluation de la prolifération cellulaire, la ploidie et le

profil cytogénétique par CGH-Array.

Notre travail a porté sur 'ensemble des CCCh diagnostiqués et traités au CHRU de
Lile de 2002 a 2013, a partir desquels les cas métastatiques ont été extraits et

compareés a des cas non métastatiques.
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[l - Matériel et méthodes

1- Recueil des données épidémiologiques et histopathologiques
Cest a laide des logiciels Diamic (Infologic-santé), base de données
anatomopathologiques, et Sillage, dossier patient informatisé du CHRU de Lille, que
'ensemble des données épidémiologiques et histopathologiques ont été extraites
Nous avons recensé I'ensemble des CCCh diagnostiqués sur piece opératoire entre
2002 et 2013, pour lesquels les patients ont été opérés dans le service d’Urologie (Pr
Arnauld Villers) du CHRU de Lille. Nous avons recueilli les données concernant
l'age, le sexe, la latéralité, le caractére unifocal ou multifocal, la taille tumorale, la
présence de nécrose tumorale, d’emboles tumoraux, d’'un contingent de carcinome

sarcomatoide, de métastases ganglionnaires ou a distance et enfin du stade pTNM.

2- Sélection des échantillons de tissus
Dans un second temps, avec l'aide des Docteurs Hennon et Flamand du service
d’Urologie, aprés interrogation de la base de données des cancers du rein du CHRU
de Lille, nous avons extrait de cette série les patients métastatiques (au nombre de
6) et sélectionné 10 autres patients sans évolution métastatique, choisis en fonction
de la disponibilité et de la qualité du matériel congelé dans le cadre de la

Tumorotheque du C2RC de l'Institut de Pathologie du CHRU de Lille.

Les 16 cas de CCCh, provenant de 16 patients différents, ont tous été fixés par le
formaldéhyde puis inclus en paraffine. Pour 'ensemble des 16 cas, les blocs de
paraffine étaient disponibles mais seulement 15 d’entre eux présentaient du matériel
tumoral congelé utilisable. En effet, pour 'un des 6 cas métastatiques, le matériel

congelé était uniqguement constitué de nécrose tumorale.
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3- Examen histopathologique
Les lames colorées par I'Hématoxyline-Eosine-Safran (HES) des 16 tumeurs
sélectionnées ont permis un examen précis de larchitecture tumorale, de la
morphologie nucléaire, et ainsi de I'établissement du grade nucléaire de Fuhrman et
du grade nucléaire de Paner, apres relecture par deux pathologistes. La présence
d’'un contingent de carcinome sarcomatoide, de nécrose tumorale et d’emboles
tumoraux a été évaluée. Un compte mitotique sur 10 champs au grossissement

x400, soit sur 3 mm?, a été effectué dans les zones les plus riches en mitoses.

Le grade nucléaire de Paner a été évalué selon les critéres établis par Paner et

al (31):

- Grade 1: CCCh avec irrégularités nucléaires classiquement décrites, sans les
critéres d’augmentation de la densité nucléaire et d’anaplasie correspondant

aux grades 2 et 3 (Figure 9).

- Grade 2 : augmentation de la densité nucléaire, définie par des secteurs ou
les cellules présentent une augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique
visible a I'objectif x10 et avec des noyaux en contact direct les uns avec les
autres a 'objectif x40. Il doit s’y associé un pléomorphisme nucléaire défini par
une variation de taille de noyau du simple au triple et des irrégularités

chromatiniennes (Figure 10).

- Grade 3: Présence dune anaplasie franche (noyaux polylobés, cellules

géantes) (Figure 11) ou d’'un contingent sarcomatoide.

Pour établir ce grade, les critéres nucléaires doivent étre présents dans au moins

2 aires distinctes d’'une méme tumeur. Le grade le plus important doit étre retenu.
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Figure 11- Grade 3 de Paner
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4- Immunohistochimie

Technigue

Des coupes tissulaires de 4 ym étaient réalisées a partir des blocs de tissus inclus
en paraffine des 16 tumeurs sélectionnées Elles ont été étalées sur lames silanées
(DakoFlex) et séchées a l'étuve a 56°C pendant 12 heures. Les étapes de
déparaffinage, de prétraitement, de blocage de I'activité peroxydase endogéne,
d’incubation, d’amplification et de révélation étaient automatisées (automate Ventana

Benchmark XT et ultra), assurant ainsi des résultats homogenes.

L’utilisation des anticorps anti-Ki67 (clone Mib-1, Dako) et anti-c-MET (clone SP44,
Ventana) nécessitait un prétraitement des coupes tissulaires dans un tampon EDTA
légerement basique (CC1) afin d’hydrolyser les liaisons covalentes formées par le

formaldéhyde dans les tissus.

Le blocage de la peroxydase endogéne était réalisé a I'aide d’eau oxygénée, mise
directement en contact avec les coupes tissulaires durant 8 minutes. Les lames sont
ensuite incubées avec I'anticorps primaire. Puis des anticorps secondaires biotinylés
détectaient la présence ou non de I'anticorps primaire. La révélation de la réaction
des anticorps primaires et secondaires se fait par le biais d’'un chromogeéne, le
diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB + H202), appliqué durant 8 minutes sur la

lame. Le DAB produit un précipité de couleur brune.

Pour mieux apprécier la morphologie du tissu examiné, les coupes tissulaires étaient
ensuite contre-colorées par de 'hématoxyline associée a du Bluing Reagent (solution
de carbonate de lithium et de carbonate de sodium), permettant d’obtenir ainsi une
|égere coloration bleu clair. Puis les coupes étaient deshydratées et passaient dans

le xyléne. Pour finir, les lamelles étaient montées a I'Eukitt (Labonord®©).
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Interprétation

Pour 'évaluation de I'index de prolifération, nous avons compté les noyaux marqués
par I'anticorps anti-Ki67 dans les foyers de « hot spot » sur 2000 cellules et nous
avons évalué au faible grossissement la moyenne des noyaux marqués sur

'ensemble de la lame.

L’anticorps anti-c-MET est utilisé a la recherche d’'une amplification du géne c-MET.

Il s’interpréte en fonction de l'intensité et du pourcentage de cellules marquées :

- Score 0: absence de marquage ou marquage douteux ou <50% de cellules

marquées.

- Score 1+ : 250% de cellules marquées avec une intensité faible ou marquage
cytoplasmique et/ou membranaire d’intensité modérée ou forte mais

représentant <50% des cellules tumorales

- Score 2+: 250% de cellules marquées avec une intensité modérée ou
marquage cytoplasmique et/ ou membranaire d’intensité forte mais

représentant <50% des cellules tumorales

- Score 3+ : 250% de cellules marquées avec une intensité forte, membranaire

et/ou cytoplasmique.

Les scores 0 et 1+ sont considérés comme négatifs et les scores 2+ et 3+ comme
positifs. Les cas positifs doivent faire I'objet d’'une étude par FISH (Fluorescence In

Situ Hibridization) afin de rechercher une amplification du gene MET.
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5- Cytométrie en flux (CMF)
A partir des 16 tumeurs sélectionnées, des blocs de paraffine comportant une
majorité de tissu tumoral et un peu de tissu sain ont été choisi. Cing coupes de 50um
ont été déparaffinées puis réhydratées. Les tissus ont été dilacérés mécaniquement
a l'aide d’un scalpel et chimiquement par de la pepsine durant 2 heures, pour obtenir
une suspension cellulaire. Les cellules ont ensuite été soumises a une RNase dans
une solution tampon (Isoflow) durant 1 heure. Les noyaux ont été ensuite colorés par
de liodure de propidium. Le calibrage de l'automate de lecture se fait avec une
solution de thymocytes de veau. La lecture se fait par 'automate Navios de Beckman
Coulter (Bréa, Etats Unis). 10000 a 20000 noyaux ont été comptés pour déterminer

la ploidie de 'ADN, sur 2 blocs tumoraux différents par tumeur.

L’apparition d’un troisieme pic sur I'histogramme, différent des pics correspondants
aux phases GiGo et G2M, était considéré comme aneuploide. Les tumeurs qui
présentaient une augmentation de plus de 15% du pic G2M associé a un petit pic
octoploide étaient considérées comme tétraploides. Un index d’ADN a 1,0 +/- 0,1
était considéré diploide. Les index d’ADN compris entre 0,81 et 0,89 et entre 1,11 et
1,19 étaient considérés comme péri-diploide de type hypodiploide ou hyperdiploide.
L’hypodiploidie est définie par un index d’ADN < 0,8 et I'hyperdiploidie par un index
d’ADN > 1,2. Tous les échantillons avaient un coefficient de variation (CV) < 8. Les
histogrammes obtenus étaient interprétés en fonction du pourcentage de cellules

tumorales du prélevement par le Pr Pierre Gosset.
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6- Analyse Comparative sur Puce a ADN (ACPA ou CGH-Array)
La CGH-Array (Array Comparative Genomic Hybridization), encore dénommeée
ACPA pour Analyse Comparative sur Puce a ADN, est une technique de

cytogénétique moléculaire permettant d’obtenir un caryotype moléculaire.

13 échantillons tumoraux congelés et 3 échantillons tumoraux fixés par le
formaldéhyde et issus de blocs de paraffine ont été utilisés pour une analyse
pangénomique. La technique a été réalisée par I'équipe de la plateforme Puces a
ADN de l'Institut de Génétique Médicale du CHRU de Lille. Les résultats ont été

interprétés par les Drs Andrieux et Roche-Lestienne.

L’ensemble de la technique est illustré par la figure 12.

Extraction et fragmentation de 'ADN

Les ADN extraits a partir des prélévements congelés font I'objet d’'une digestion
enzymatique par des enzymes de restriction Alul et RSAI afin d’obtenir des
fragments d’ADN allant de 200 pb a 500 pb. L’ADN des prélévements issus de bloc
de paraffine est déja fragmenté par la fixation au formaldéhyde et ne bénéficie donc
pas de I'étape de digestion. La digestion enzymatique s’effectue durant 2h a 37°C.

Les enzymes sont ensuite inactivées par une incubation de 20 minutes a 65°C.

Marguage et purification des échantillons

L’ADN extrait a partir des échantillons de patients est marqué (incorporation d’un
dUTP marqué) par de la Cyanine-5, fluorochrome émettant dans une couleur rouge.
Un ADN de référence, féminin ou masculin (PROMEGA™), est marqué par de la
Cyanine-3, fluorochrome émettant dans une couleur verte. Une quantité égale
(500ng) d’ADN de patient et d’ADN de référence marqués sont rassemblés et

purifiés sur AMICON® YM-30 pour éliminer les résidus réactionnels. Les ADNs
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purifiés sont ensuite dosés au NanoDrop ND1000® pour évaluer le taux
d’incorporation des Cyanines et ajuster le volume final de la préparation qui doit étre

de 40 pL.

Hybridation

Le mélange d’ADNs est ensuite déposé sur un « gasket » (lame compartimentée par
un joint), recouvert de la lame Agilent™, qui sont alors scellés dans une chambre
d’hybridation et incubés pour 24h dans un four d’hybridation a 65°C, sous une
rotation de 20 rpm. La lame Agilent™ comporte 8 puits constitués de 60000 sondes
chacun de taille et de position génomique déterminées et connues (8 ADNs peuvent

étre analysés dans le méme temps).

Rincage et scan des lames

Aprés 24h d’hybridation a 65°C, la lame est rincée a plusieurs reprises, puis elle est
placée dans le scanner Agilent'™. Les lasers excitent les spots avec les 2 longueurs
d’onde correspondants aux cyanines : 650 nm pour la Cyanine-5 et 550 nm pour la

Cyanine-3. La lame est scannée a la résolution de 3 um.

Extraction et analyse des données

L’extraction des données a été réalisée par le logiciel CytoGenomics version 2.7.22
(Agilent™) qui permet de traduire l'intensité lumineuse de chaque spot en « ratio de
fluorescence ». Une valeur de DLRS (Derivative Log Ratio Spread) inférieure a 0,3
etait le tétmoin d’une bonne qualité de 'ADN du prélévement et donc de données
analysables. La centralisation des log de ratio de fluorescence se faisait sur le pic
majoritaire d’ADN et le logiciel considérait ce pic comme le pic «diploide ». Les ratio
de fluorescence sont considérés significatif pour un log a -0,25 pour une perte et un

log a +0,25 pour un gain chromosomique. Ainsi, les pertes chromosomiques sont
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détectables sur un échantillon comportant au moins 30% de cellules tumorales
porteuses de I'anomalie et les gains chromosomiques sont détectables a partir de

40% de cellules tumorales.

Lecture lame par scanner

Extraction
Interprétation dgs
I digestion donnees
enzymatique
ADN rormal ‘ ' . ' ‘
e et marquage 20 0 # i
; *:-'2 =) Mélange en quantité égale i :[ ;| ‘ i &|_
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Figure 12: illustration de la technique de CGH-Array. Source: CHRU de Lille, Dr J. Andrieux
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7- Analyse statistique
L’analyse statistique des données a été effectuée par I'équipe du Pr Duhamel (Pdle
de Santé Publique). Les variables histopathologiques et cytogénétigues semi-
quantitatives ont été comparées a l'aide du test de U de Mann-Whitney. Le seuil de

significativité était défini par une valeur de p < 0,05.

Pour les valeurs significatives, des seuils de sensibilité et de spécificité ont été
recherchés a l'aide de courbe ROC, en prenant une valeur d’Aire sous la Courbe

(AUC) discriminante au-dessus de 0,8.

Les données qualitatives n’ont pu faire I'objet d’'une étude statistique approfondie en

raison du faible effectif de patients dans chacun de nos groupes.
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IV - Résultats

1- Caractéristiques des carcinomes a cellules chromophobes pris en

charge au CHRU de Lille de 2002 a 2013

a- Epidémiologie
De janvier 2002 a décembre 2013, 1259 néphrectomies pour Iésion tumorale ont été
effectuées par le service d’Urologie de CHRU de Lille, parmi lesquelles 77 CCCh.
Ainsi, les CCCh représentent 6,1% des néphrectomies pour tumeur, élargies ou
partielles, au CHRU de Lille. Il y avait une prédominance masculine : 56% des
patients étaient des hommes. La moyenne d’age au diagnostic était de 57,5 ans,
avec des extrémes de 23 a 86 ans. |l s’agissait de néphrectomie élargie dans 49%
des cas et de néphrectomie partielle dans 51% des cas. 58% des tumeurs étaient

localisées dans le rein gauche.

83% des patients présentaient une tumeur de stade pT1 ou pT2, réparti comme suit :
49,3% des tumeurs en stade pTla, 14,3% en pT1b, 9% en pT2a et 10,4% en pT2b.
Ainsi, 15,7% des patients présentaient des tumeurs avec envahissement extra-rénal
(stade pT3a) et 1,3% (1 seule tumeur) s’étendait au-dela du fascia de Gerota (stade

pT4). Aucune des tumeurs n’était associée a un thrombus tumoral de la veine rénale.

Au diagnostic, seuls 5 patients (6,5%) présentaient d’emblée des métastases a
distance de localisation hépatique, pulmonaire, osseuse et ovarienne. Un sixieme
patient a eu une évolution métastatique hépatique 2 ans apres la néphrectomie
élargie d’'un CCCh de 9 cm, sans atteinte extra-rénale ou ganglionnaire initialement.
Au total, 6 patients, soit 7,8% de notre effectif, ont présenté une évolution

métastatique.
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b- Données histopathologiques

L’ensemble des CCCh de cette série étaient unifocaux. La taille tumorale moyenne
était de 5,7cm alors que la médiane de taille était de 3,8 cm, comprenant des
tumeurs allant de 0,15 a 26cm. L'examen macroscopique décrivait des Iésions bien
limitées, charnues, polylobées, de couleur beige, brune ou jaune, parfois blanchatre.
Un aspect lobulé ou partiellement kystique était parfois rapporté. Des remaniements

hémorragiques étaient souvent observés.

Le diagnostic microscopique était relativement aisé pour la majorité des cas. Le
diagnostic s’est appuyé dans 35% des cas sur une étude en immunohistochimie

avec I'anticorps anti-CK7 et dans 17% des cas sur une coloration de Hale.

18 des 77 CCCh présentaient de la nécrose tumorale, soit 23% des cas. Pour
seulement une des tumeurs, la surface de nécrose représentait plus de 50% de la
surface totale, et il s’agissait d’'une tumeur métastatique. Ces 18 tumeurs étaient

réparties en 4 tumeurs de stade pTla, 1 en pTlb, 5en pT2b, 7 en pT3a et 1 en pT4.

Seuls 2 CCCh avaient un contingent de carcinome sarcomatoide soit 2,6% de la
population étudiée. lIs étaient tous 2 métastatiques au diagnostic. L’'un présentait un
contingent sarcomatoide tres focal et pour I'autre, ce contingent représenté prés de

40% du volume tumoral total.

Des emboles tumoraux intravasculaires étaient observés dans 5 des 6 tumeurs

métastatiques et dans aucune autre tumeur.

Le grade nucléaire de Fihrman a été évalué dans toutes les tumeurs, au moment du
diagnostic, c’est-a-dire avant la recommandation de 'lISUP 2013 de ne plus en tenir
compte pour ce sous-type tumoral. Aucune des lésions n’a été classée en grade 1,

61% été classées en grade 2, 31% en grade 3 et 8% en grade 4.
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Les sous-types histologiques (variant classique, mixte ou éosinophile) n’étaient

précisés que dans 38% des cas.

2- Etude comparative des 6 tumeurs métastatiques versus 10

tumeurs non métastatiques

a- Données épidéemiologiques
7 hommes et 9 femmes ont été inclus dans cette seconde partie de I'étude, avec une

moyenne d’age au diagnostic de 59,6 ans. Dans le groupe des tumeurs

métastatiques, la moyenne d’age était de 56,2 ans.

Au diagnostic, les tumeurs métastatiques présentaient pour I'une d’entre elles un
stade pT2, 4 étaient classées en pT3a et 1 en pT4. Deux des 6 tumeurs étaient N1

ou N2 et 5 des tumeurs étaient M1.

4 des 6 patients avec une tumeur métastatique sont décédés de leur maladie aprés
11 a 39 mois de survie globale. Les 2 patients actuellement en vie ont un suivi
régulier depuis 25 mois (tumeur n°2) et 56 mois (tumeur n°3). Les 10 patients sans
évolution métastatiques sont tous en vie avec un suivi régulier annuel (depuis 7 a 82

mois).

L’ensemble des données épidémiologiques et histopathologiques de ces 16 tumeurs

sont reprises dans le tableau 2.

b- Données histopathologiques

Macroscopiquement, les tumeurs métastatiqgues avaient quelques particularités. La
taille tumorale dans le groupe métastatique allait de 7 a 22cm avec une moyenne de
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13,5cm. La taille des tumeurs métastatiques était significativement différente
(p=0,0056) de celle des tumeurs non métastatiques qui était de 5,45cm (variation de
2 a 9cm). Le seuil de 10cm, établit a l'aide d’'une courbe ROC (AUC = 0,9330), avait
les meilleures sensibilité (=0,833) et spécificité (=1) pour discriminer les tumeurs

métastatiques.

La tumeur n°1 présentait une large plage blanchéatre, indurée, qui occupait 40% du
volume tumoral, et qui correspondait a un contingent sarcomatoide prédominant

(Figure 13). Les tumeurs n°2 et 11 présentaient un centre nécrotique.

Figure 13- aspect macroscopique de la tumeur n°1, présentant un contingent de carcinome sarcomatoide

prépondérant, de couleur beige, et un contingent de carcinome bien différencié, de couleur rouge sombre.

La majorité des 16 CCCh inclus dans cette étude, présentait une architecture
tumorale faite de larges alvéoles de cellules séparées par de fines cloisons
fibrovasculaires, mais aussi de nids de cellules, de travées, de nappes solides, de
tubules ou de papilles. Dix des 16 tumeurs ont été classées en variant mixte,

comportant a la fois des secteurs de cellules dites classiques et des secteurs de
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cellules éosinophiles. Une seule des 16 tumeurs (tumeur n°l11) présentait une
cytologie classique pure, et 4 tumeurs étaient exclusivement constituées de cellules
eosinophiles. A la relecture de la tumeur n°10, il apparait qu’elle posséde des
cellules de type oncocytaire, étroitement mélées aux cellules de type chromophobe
et qu’il pourrait s’agir d’'une tumeur hybride, non diagnostiquée initialement. A noter
que la tumeur n°8 possede un petit secteur intra-tumoral d’adénome papillaire

millimétrique.

Deux des tumeurs présentaient de la mucine intra-cytoplasmique, focale pour I'une,
diffuse et associée a une architecture tubuleuse pour l'autre (Figure 14). La présence

de mucine a été confirmée par la coloration spéciale par le Bleu Alcian.

Comme décrit dans le paragraphe précédent, 2 des tumeurs du groupe métastatique
présentaient un contingent sarcomatoide. Pour une des tumeurs, on identifiait 40%
de contingent sarcomatoide (tumeur n°1) (Figure 15), alors que dans la seconde, ce

contingent n’était que tres focal (tumeur n°4).

Figure 14- Mucine intracytoplasmique diffuse, x200 (tumeur n°11)
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Figure 15- Contingent de carcinome sarcomatoide mélé a du carcinome bien différencié, x200 (tumeur n°1)

Cing des 6 CCCh métastatiques possédaient un secteur plus ou moins important de
nécrose tumorale (de focale, jusqu’a représenter 70% du volume tumoral) (Figure
16). Seules 2 des 10 tumeurs non métastatiques (tumeur n°11 et 16) présentaient de

la nécrose tumorale qui restait focale.

Cing des tumeurs métastatiques étaient associées a la présence d’emboles
tumoraux (Figure 17). Aucun embole tumoral n'a été observé dans les CCCh non

métastatiques.
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Figure 17- lllustration d'embole tumoral, x200

Les tumeurs métastatiques (tumeur n°1 et 4) possédant un contingent important de
carcinome sarcomatoide ont été classées en grade nucléaire de Fuhrman 4 (Figure
15). Les 4 autres tumeurs métastatiques avaient un grade 3 de Fihrman. Dans le
groupe non métastatique, 5 tumeurs avaient un grade 2 de Fihrman et 5 étaient

classées en grade 3.

Le grade nucléaire de Paner a également été évalué : dans le groupe métastatique,
4 des tumeurs présentaient un grade 3 et un grade 2 pour les 2 autres tumeurs.

Dans le groupe non métastatique, 6/10 avaient un grade 1 et 4/10 un grade 2. Ce

38



grade a été effectué par deux pathologistes de maniere indépendante. Les cas
discordants (44%) ont fait 'objet d’'une seconde lecture, collégiale, afin de trouver un

consensus.

Le compte mitotique réalisé dans le groupe des tumeurs métastatiques était de 3 a 9
mitoses pour 10 champs au fort grossissement, soit sur une surface de 3 mm?
(Figure 18). Le nombre moyen de mitoses dans ce groupe était de 5,17 mitoses.
Dans le groupe non métastatique, dans 9 cas sur 10, on comptait au maximum 1
mitose pour 10 champs au fort grossissement, soit une valeur moyenne de 0,9
mitoses par tumeur et une médiane de 0,5. Le cas n°16 présentait un nombre de
mitoses plus élevé de 5 mitoses pour 10 champs au fort grossissement. Le test
statistique de U de Mann-Whitney a mis en évidence une différence significative
entre les 2 groupes pour le compte mitotique avec un p=0,0037. Nous avons établi
une valeur seuil =2 3 mitoses (AUC = 0,942), qui avait une sensibilit¢ de 1 et une

spécificité de 0,9, en faveur du risque métastatique.

™ -
L Sy

-

Figure 18- Figure de mitose (fleche), x500
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c- Etude immunohistochimique

Dans le groupe de tumeurs métastatiques, la moyenne de l'index de prolifération
évalué par marquage avec l'anticorps anti-Ki67 dans les foyers de « hot spot » était
de 13,3% avec des extrémes allant de 2 & 28% de noyaux marqués. La moyenne de
cet index évalué sur 'ensemble de la lame était de 5,3% avec des valeurs allant de

1% a 10%.

Dans le groupe non métastatique, la valeur moyenne de l'index de prolifération dans
les foyers de « hot spot » était de 2,4% avec une minimale de 0% et une maximale
de 9%. L’index de prolifération moyen évalué sur lame entiere était de 1,5%,

comprenant des valeurs allant de 0 & 3%.

Les valeurs de lindex de prolifération obtenues dans les foyers de « hot spot »
étaient significativement différentes dans les 2 groupes (p=0,0104). De plus une
valeur seuil a 13% (AUC = 0,90) dans les foyers de « hot spot » permettait d’obtenir

une sensibilité de 0,67 et une spécificité de 1 pour évaluer le risque métastatique.

Les valeurs de l'index Ki67 obtenues sur la lecture au faible grossissement de la

lame n’étaient pas significativement différentes dans les 2 groupes (p=0,1824).

Pour I'ensemble des tumeurs, le marquage avec l'anticorps anti-MET n’était pas
significatif (score 0 ou 1+), ce qui équivaut a une absence d’amplification du géne
MET. L’un des CCCh métastatiques de score 1+ a fait I'objet d’'une étude par FISH
avec la sonde c-MET qui confirmait I'absence d’amplification du gene. De plus,
aucune amplification de la région 7921-31, correspondant a ce gene de 100kb,

n’était observée en CGH-Array.
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Patients Sexe Age au Taille pTNM Variant Contingent Nécrose Emboles Grade de Grade de Compte Index de

diagnostic tumorale histologique sarcomatoide tumorale tumoraux Fiihrman Paner mitotique* prolifération**
1 M 49 ans 18 cm pT4 NO M1 Mixte Oui (40%) Oui (20%) Oui 4 3 5 3%
2 F 56 ans 12 cm pT3a N2 M1 Mixte Non Oui (70%) Oui 3 3 4 28%
3 M 60 ans 12 cm pT2b NO M1 Mixte Non Non Non 3 2 5 14%
4 F 53 ans 7 cm pT3a NO M1 Mixte Oui (minime)  Oui (10%) Oui 4 3 5 13%
5 F 46 ans 10cm pT3a N1 M1 Eosinophile Non Oui (10%) Oui 3 3 9 20%
6 M 67 ans 22 cm pT3a NO M1 Mixte Non Oui (25%) Oui 4 3 3 2%
7 F 76 ans 3,8cm pTla NO MO Eosinophile Non Non Non 3 1 0 3%
8 M 61 ans 3,5cm pTla NO MO Eosinophile Non Non Non 3 1 0 1%
9 F 51 ans 2cm pT1la NO MO Mixte Non Non Non 2 1 0 1,50%
10 F 69 ans 3,5cm pTla NOMO Tumeur hybride Non Non Non 3 1 1 1,50%
11 F 65 ans 8cm pT2a NO MO Classique Non Oui (20%) Non 2 1 1 1%
12 F 56 ans 4,2 cm pT1b NO MO Eosinophile Non Non Non 2 1 0 4%
13 M 86 ans 8cm pT2a NO MO Mixte Non Non Non 2 2 0 0%
14 F 37 ans 7,5cm pT2a NO MO Mixte Non Non Non 2 2 1 2%
15 M 71 ans 9cm pT2a NO MO Mixte Non Non Non 3 2 1 1%
16 M 51 ans 5cm pT3a NO MO Mixte Non Oui (20%) Non 3 2 5 9%

Tableau 2- Caractéristiques épidémiologiques et histopathologiques des 16 tumeurs étudiées
*Compte mitotique sur 10 champs au grossissement x400 (3mm2)

** Index de prolifération dans les foyers de « hot spot », évalué sur 2000 cellules
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d- Cytométrie en flux (CMF)

Cing des 6 tumeurs métastatiques présentaient un profil aneuploide. Quatre d’entre
elles avaient un index d’ADN allant de 0,6 a 0,74 et étaient donc considérées comme
hypodiploide. Une des 6 tumeurs (tumeur n°4) présentait un profil tétraploide avec
un index d’ADN a 1,67 et une autre tumeur (tumeur n°2) présentait un profil

péridiploide de type hypodiploide avec un index d’ADN a 0,82.

5/10 des tumeurs non métastatiques présentaient un profil diploide (index d’ADN
entre 0,9 et 1,1). Trois tumeurs étaient hypodiploides ou péridiploides de type
hypodiploide (index d’ADN entre 0,8 et 0,9). Les 2 autres tumeurs avaient un profil

hyperdiploide, dont 'une avec un profil tétraploide.

e- Analyse Comparative sur Puce a ADN (ACPA ou CGH-Array)

Tous nos échantillons ont été analysés en CGH-Array. L'ensemble des 13 tumeurs
analysées a partir de tissu congelé avait une DLRS <0,2 et était donc parfaitement
interprétable. Les 3 tumeurs étudiées a partir de tissu inclus en paraffine avaient une

DLRS un peu moins bonne (proche de 0,4) mais leurs profils restaient interprétables.

La plupart de tumeurs présentaient des pertes chromosomiques complétes. Dans 7

cas, des anomalies partielles, perte ou gain, ont été détectées.

Dans le groupe des tumeurs métastatiques, les anomalies chromosomiques les plus
représentées étaient des pertes entieres de chromosomes. Les chromosomes le plus
souvent perdus étaient les suivants : chromosome 1 (6/6), 2 (6/6), 6 (6/6), 10 (6/6),
13 (5/6), 17 (6/6), 21 (4/6). Quelques autres chromosomes étaient perdus dans une
moindre proportion. La moyenne de chromosomes perdus pour les tumeurs a

évolution métastatique était de 9 [7 a 12].
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Dans le groupe des tumeurs non métastatiques, les anomalies chromosomiques les
plus représentées étaient également des pertes concernant les chromosomes 1
(6/10), 2 (5/10), 6 (5/10) et 10 (5/10). Dans ce groupe, l'une des tumeurs (tumeur
n°11) montrait la présence de quelgues gains chromosomiques complets,
concernant les chromosomes 4, 9, 11, 13, 14 et 18. Quatre des tumeurs non
meétastatiques présentaient un caryotype normal ou avec trés peu d’anomalie. Ainsi,

dans ce groupe, la moyenne de chromosomes entiers perdus était de 3,5 [0 ; 8].

La comparaison du nombre de chromosomes perdus dans chaque groupe s’est
révélée significativement différente avec un p=0,0058. Le nombre de gain de

chromosome n’était par contre pas différent d’un groupe a l'autre (p=0,5667).

Un seuil de 8 chromosomes perdus (AUC=0,925) avait une sensibilité de 0,833 et

une spécificité de 0,8, en faveur du statut métastatique.

La majorité des anomalies chromosomiques étaient bien corrélées a leur profil de
CMF (tableau 3, figure 19 et 20), sauf pour un cas, la tumeur n°14 qui présentait 6
pertes chromosomiques entiéres et qui avait pourtant un profil diploide en CMF,

vérifié a 2 reprises.
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Tumeur CGH-Array . CME
Chromosome : Perte Gain

1 1,2,6,8,10,17,21 / Hypodiploide (1=0,7)
2 1,2,6,9q,10,11p12,13,17,21 / Péridiploide (1=0,82)
3 1,2,6,10,13,15,17,21 dup(19)g13.33 Hypodiploide (1=0,73)
4 1,2,49,5,6,10,13,17,18 / Tétraploide (1=1,67)
5 1,2,6,10,13,17,20,21 dup(8)g11.23 Hypodiploide (1=0,6)
6 1,2,3,5,6,9,10,13,17,18,19,20q / Hypodiploide (1=0,74)
7 / / Diploide

8 del(1)p32.1 / Diploide

9 1,2,6,8,10,11,13,17 / Hypodiploide (1=0,74)
10 / dup(11)q13.2 Diploide

11 1,2,6,10,15 49,11,13,14,18 Hyperdiploide (1=1,32)
12 / / Diploide

13 1,10 7 Tétraploide (I=1,95)
14 1,2,6,10,17,21 / Diploide

15 1,2,6,13,17 / Péridiploide (1=0,90)
16 1,2,6,10,13,17,18,21 / Hypodiploide (1=0,76)

Tableau 3- Données cytogénétiques et de CMF de I'ensemble des CCCh étudiés (I= index d’ADN)
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Figure 19- lllustration du profil hypodiploide en cytométrie en flux (en haut : pic B hypodiploide et pic C

diploide) et du profil de CGH-Array de la tumeur n°1 (en bas). Les pertes chromosomiques sont représentées

par une déviation vers le bas de la ligne de base (en rouge).
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Figure 20- lllustration du profil aneuploide en cytométrie en flux (en haut: pic diploide en B, pic
hyperdiploide en C) et profil de CGH-Array (en bas) de la tumeur n°11. Les gains chromosomiques sont

représentés décalés au-dessus de la ligne de base (en bleu) et les pertes chromosomiques en dessous (en

rouge).
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V- Discussion

Sur le plan épidémiologique, notre série est comparable au plus grandes séries de la
littérature, notamment en ce qui concerne 'dge moyen au diagnostic (57,5 ans dans
la présente étude) qui varie de 50,2 a 61,1 ans dans les différentes études publiées
(5,6,8,9,24,56). Nous observons une discréte prédominance masculine (56%) mais

qui n’est pas retrouvée d’une série a l'autre.

L’ensemble des carcinomes a cellules chromophobes que nous avons étudiés
présentait une architecture tumorale classique et une hétérogénéité architecturale
entre les différentes tumeurs, comparables aux données de la littérature (5-7,16,75).
Dans notre étude, la proportion de tumeurs présentant une cytologie mixte était
prédominante (63%). Seule 1/16 tumeur (6%) était un variant classique (tumeur
n°11). Dans I'étude d’Amin et al (6), sur 145 CCCh analysés, 47% étaient des
variants mixtes, 41% des variants éosinophiles et seuls 12% des tumeurs étaient des
variants classiques. Les variants mixtes sont bien les plus représentés des 3 variants
de CCCh. Les foyers de cellules éosinophiles au sein de cellules d’aspect classique
sont donc fréguemment observés. Cependant, en pratique quotidienne, différencier

ces variants n’a aucune conséquence pronostique ou clinique.

Dans notre étude, 6,5% des CCCh (n=5) étaient d’emblée métastatique au
diagnostic. Ce chiffre correspond a ceux retrouvés dans la littérature qui varient de
1,4% a 14% (5,6,9,22,56,76). Cependant, pour I'un de ces 5 patients, la tumeur a été
découverte 6 ans avant la néphrectomie et n’était a priori pas métastatique a ce

moment. Le patient avait alors refusé toute prise en charge et suivi, jusqu’en 2002,
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ou la tumeur était devenue tres volumineuse (22 cm). Seul un patient de notre série
a présenté une évolution métastatique 2 ans apres la néphrectomie. Au cours des 30
dernieres années, les séries de CCCh rapportent des chiffres hétérogenes de
récidive locale ou a distance qui varient de 2% a 35% (5,6,8,22,77—79). Dans I'étude
d’Onishi et al , 2 patients ont présenté une récidive de leur CCCh sous forme de
métastase a 10,6 ans et 17 ans de la néphrectomie initiale (22). Ainsi les récidives
tardives de CCCh sont possibles, mais restent rares, et ne présentent habituellement
pas de contingent sarcomatoide, ni dans la tumeur primitive, ni dans la métastase.
Klatte et al (56) publiaient en 2008 la série comportant le plus grand nombre de
tumeurs a évolution métastatique : 14% des 124 CCCh étaient métastatiques au
diagnostic. Les métastases étaient principalement de localisation pulmonaire,
osseuse et hépatiqgue. La localisation métastatique hépatique semble étre plus

fréquente pour les CCCh que pour les carcinomes a cellules claires (56,78).

Les CCCh métastatiques sont généralement de plus grande taille que les tumeurs
non métastatiques, comme l'atteste les séries de Renshaw et al (78) et de Przybycin
et al (5) dans laquelle la taille tumorale moyenne de la population était de 7,6 et 4,6
cm respectivement alors que dans le groupe métastatique, la taille tumorale
moyenne était de 13,8 et 11,5 cm. Dans notre étude, nous mettons également en
évidence ce critére de taille comme significativement différent (p=0,0056) entre
les tumeurs non métastatiques et les tumeurs métastatiques (5,7 cm versus
13,5 cm en moyenne). Ainsi, peu de CCCh a évolution métastatique sont classé en
stade pT1 (tumeur localisée au rein de moins de 7 cm). Trois séries détaillent la
répartition du stade pTNM de leurs tumeurs métastatiques (tableau 4) : environ 40%
des cas sont en stade pT3. Dans notre travail, la majorité des tumeurs métastatiques
éte egalement classées en stade pT3, alors que la population non métastatique est

classée majoritairement en stade pT1 ou pT2.
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Renshaw(78) Amin(6) Przybycin(5) Etude
(1996) (2008) (2011) actuelle

Effectif de la série 25 145 203 77
Nombre de tumeurs
métastatiques 5 (20%) 15(10,3%) 11 (5,4%) 6 (7,8%)
Taille tumorale moyenne 13,8 cm NE 11,5cm 13,5cm
Contingent sarcomatoide NE 7 (47%) 2 (18%) 2 (33%)
Nécrose tumorale 1(20%) 9 (60%) 8 (72%) 5 (83%)
Embole tumoral NE NE 5 (45%) 5 (83%)
Stade

pT1 0 2 (15%) 2 (18%) 0

pT2 3 (60%) 3(23%) 4 (36%) 1(17%)

pT3 2 (40%) 5(38%) 5 (45%) 4 (67%)

pT4 0 3(23%) 0 1(17%)

Tableau 4- Caractéristiques des CCCh métastatiques dans la littérature (NE= Non évalué)

Parmi les 77 CCCh du CHRU de Lille, seules 2 tumeurs métastatiques, soit 2,6%,
des cas présentaient un contingent sarcomatoide. Ceci s’accorde avec les
données des plus grandes séries de CCCh de la littérature qui observent ce
contingent sarcomatoide dans 1,8% a 13,1% des cas (5,6,8,9,24,79). La présence
de ce type de contingent est considérée comme le facteur le plus péjoratif
(6,9,23,79). Les CCCh métastatiques sont fréquemment associés a ce
contingent de mauvais pronostic, comme le souligne I'étude de Klatte et al (56),
dans laquelle 59% des CCCh métastatiques présentaient un contingent

sarcomatoide.

La nécrose tumorale est également un trés bon facteur pronostique selon les
recommandations de I''SUP 2013 (25). Sa présence est relevée dans 12% a 26,4%
des séries de CCCh (5,6,8,24,78,80). Dans notre étude, 23% des tumeurs étaient

composeées d’une partie plus ou moins étendue de nécrose tumorale et les tumeurs
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métastatiques avaient de la nécrose dans 83% des cas. Dans I'étude de
Przybycin et al, une proportion équivalente de CCCh métastatiques présentaient
également de la nécrose (72%) (5). Dans cette méme étude, dans 45% de ces
tumeurs meétastatiques été observés des emboles tumoraux, alors que nous en
observions dans 5 des 6 tumeurs métastatiques (83%) et dans aucune autre tumeur
de notre série. La fréquence rapportée des emboles tumoraux pour les CCCh, quel
gue soit leur statut métastatique, varie de 5 a 24% et leur présence a été associée a

un mauvais pronostic par certains auteurs (5,6,24,80).

Le grade nucléaire de Paner est un grade spécifique aux CCCh proposé par Paner
et al en 2010 (31), afin de pallier au grade nucléaire de Fihrman qui n’est pas
adapté a ce type de carcinome (28). Dans son étude Paner et al montraient que les
tumeurs classées en grade 3 étaient associées a un risque de récidive, d’évolution
métastatique ou de décés. En 2011, Finley et al (79) comparaient le grade de Paner
a celui de Fuhrman. Les 2 grades se révélaient associés a une différence
significative pour la survie sans progression et pour la survie globale mais le grade
de Paner semblait plus sensible. Cependant, aprés exclusion des tumeurs avec un
contingent sarcomatoide (grade 4 de Fuhrman ou grade 3 de Paner) qui
représentaient 13,1% de leur effectif, aucuns des 2 grades n’étaient retenus comme
facteur pronostique indépendant dans leur analyse multivariée. De méme, en 2012,
Cheuville et al (23) montrait dans une série de 184 CCCh qu’une fois les cas porteurs
d’'un contingent sarcomatoide retiré des analyses, le grade nucléaire de Paner, tout

comme le grade nucléolaire, perdaient leur valeur significative.

Dans notre série, sur les 16 tumeurs analysées, 7 cas étaient discordants entre les 2
pathologistes ayant évalués le grade de Paner. En 2012, Pérez-Pedrosa et al (81)

évaluaient la reproductibilité inter-observateur du grade de Paner entre 6
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pathologistes : entre 2 pathologistes, la concordance variait d’'un index kappa de
0,136 a 0,674. La reproductibilité inter-observateur était donc de discrete a modérée.
Les cas discordants se jouaient principalement entre les grades 1 et 2. Dans notre
étude, 5 des cas discordants portaient également sur le différentiel entre un grade 1
et un grade 2. Les 2 autres cas discutés portaient sur un différentiel grade 2 versus
grade 3. Les cas métastatiques de notre série étaient classés en grade 2 ou 3 et les
cas non meétastatiques en grade 1 ou 2. Au vu des données de la littérature et de
notre expérience, le grade nucléaire de Paner ne semble pas étre un facteur
pronostique indépendant et son application n’est pas facilement reproductible entre

pathologistes.

L’index mitotique a été trés peu étudié dans les différentes séries de CCCh. Dans
une série de 34 CCCh sans évolution défavorable, Abrahams et al (44) montraient
qu’aucune mitose n’était observée dans 47% des cas, 1 mitose pour 10 champs était
présente dans 40% des cas et 2 mitoses pour 10 champs dans 13% des cas. La
récente étude de Przybycin et al. (5) a évalué I'index mitotique de 200 tumeurs : 98%
des tumeurs, dont 5 avaient eu une évolution métastatique, possédaient un compte
mitotique inférieur ou égal a 1 mitose pour 10 champs au fort grossissement. Seules
4 tumeurs, soit 2%, présentaient plus de 1 mitose pour 10 champs, et aucune de ces
lésions n’avaient eu d’évolution métastatique. Dans notre série les tumeurs
métastatiques présentaient toutes un index mitotique = 3 mitoses pour 10 champs au
fort grossissement, et cet index (moyenne a 5,17) était significativement différente
(p=0,0037) de celui du groupe non métastatique (moyenne a 0,9). Dans le groupe de
tumeur non meétastatique, 9 des 10 tumeurs avaient un index mitotique <1. Seule
'une des tumeurs non métastatique (tumeur n°16) présentait un index mitotique

élevé a 5 mitoses pour 10 champs au fort grossissement. Cette tumeur avait
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probablement un potentiel plus agressif car 20% de son volume tumoral était de la
nécrose tumorale. Cependant son index de prolifération moyen évalué par I'anticorps
anti-Ki67 était de 1%, soit équivalent aux autres tumeurs non métastatiques et donc
inférieur a la valeur moyenne de lindex de prolifération dans les tumeurs
métastatiques, qui était de 5,33%. Les carcinomes a cellules chromophobes sont
donc bien des tumeurs a faible index mitotique (<1). L’observation d’au moins 3
mitoses pour 10 champs au x400 doit alerter sur le potentiel agressif de la

tumeur.

L’évaluation de I'index de prolifération a l'aide de I'anticorps anti-Ki67 permet de
montrer la proportion de cellules entrées dans le cycle cellulaire. Ainsi, plus l'index
de prolifération est élevé, plus la tumeur est considérée comme agressive et
associée a un mauvais pronostic ; cela a notamment été montré pour les carcinomes
a cellules claires du rein (82). Cependant, selon Kramer et al (83), l'index de
prolifération ne serait pas un facteur indépendant lié a la survie sans progression en
analyse univariee, mais il le devient en analyse multivariée, avec d’autres
paramétres comme la ploidie et I'expression de la P53. Concernant les CCCh, ce
parameétre n’a était que trés peu étudié. Tickoo et al (84) ont évalué cet index sur 20
tumeurs rénales a « cellules granuleuses », dont 12 CCCh. L’index de prolifération
moyen des CCCh était de 0,8%, ce qui est comparable aux valeurs que nous avons
observées dans notre étude dans le groupe non métastatique. D’autres séries
comportant un plus petit effectif de CCCh, montre un index de prolifération allant de
0,6, jusqu'a 5,54% (85,86). Le statut métastatique de ces tumeurs n’était pas
toujours mentionné. Il n’existe pas dans la littérature d’étude ayant comparée I'index
de prolifération de CCCh métastatique a celui de CCCh non métastatique. Dans

notre étude, I'index de prolifération évalué sur I'ensemble de la lame et celui réalisé
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dans les foyers de « hot spot» semble bien supérieur au sein des tumeurs
métastatiques que dans les tumeurs non métastatiques. Les valeurs évaluées dans
les foyers de « hot spot » sont méme significativement différentes entre les 2

groupes (p=0,0104).

La tumeur n°3 a présenté une évolution métastatique 2 ans aprés le traitement
chirurgical. Elle ne présentait ni nécrose tumorale, ni contingent sarcomatoide, ni
embole tumoral au diagnostic, mais elle avait un index mitotique a 5 mitoses pour 10
champs et un index de prolifération a 14% dans les foyers de « hot spot » et & 8%
sur I'ensemble de la lame. Donc malgré I'absence de critéres morphologiques
évidents de mauvais pronostic, cette tumeur présentait bien des le diagnostic des

criteres péjoratifs.

La ploidie des cellules tumorales est un paramétre qui a souvent été étudié dans
le domaine de la biologie des cancers. Pour cela, la cytométrie en flux et la
cytométrie en analyse d’image sont les outils les plus fréquemment utilisés. Un profil
aneuploide a été associé a un moins bon pronostic dans les cancers de la prostate
et du sein (87,88). Dans les carcinomes rénaux, la ploidie a peu été comparée a la
survie ou au stade tumoral et un profil aneuploide ne semble pas associé a un
mauvais pronostigue (89). Les CCCh étant caractérisés par des pertes
chromosomiques, leur ADN est bien souvent aneuploide. A ce jour, c’est Crotty et al
qui ont analysé la plus grande série de CCCh par cytométrie en flux qui comportait
50 tumeurs (90) : 77% des CCCh étaient aneuploides et les 23% restants étaient soit
diploide, soit tétraploide, soit polyploide, sans autres précisions. Dans de plus petites
séries, Renshaw et al (78) retrouvaient 5 tumeurs au profil diploide et 5 tumeurs au
profil aneuploide et Bonsib et al (91) avaient 3 tumeurs aneuploides sur 5 CCCh

étudiés. En 2003, Akhtar et al (92) analysaient 31 CCCh en cytométrie en analyse
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d’image : la morphologie de chaque noyau été visualisée avant détermination de la
quantité d’ADN qu’il contenait. Pour chaque tumeur il était établi la proportion de
cellule diploide, hypodiploide, hyperdiploide et tétraploide. 93% des profils d’ADN de
ces tumeurs étaient majoritairement hypodiploides. En moyenne, 68,1% des noyaux
d’'une tumeur étaient hypodiploides, 8% des noyaux étaient diploides, 18,6% étaient
hyperdiploides et 5,3% étaient tétraploides ou hypertétraploides. Seules 2 tumeurs
avaient une proportion prédominante de cellules hyperdiploides Ceci souligne
I’hétérogénéité intra-tumorale de la ploidie au sein d’'une méme tumeur et ainsi les
possibles difficultés d’interprétation des profils de cytométrie de flux. D’autre part, les
auteurs ont déterminé la proportion de cellules binucléées au sein de chague CCCh
qui allait de 1,4 a 23,6%. lls montraient également que les cellules binucléées
avaient un index d’ADN hyperdiploide qui était d’'une valeur égale a deux fois I'index
des cellules « uni-nucléées » hypodiploides, au sein d'une méme tumeur. Ainsi les
auteurs suggerent que ces cellules binucléées seraient le résultat de la fusion de
deux cellules hypodiploides. Des profils triploides ou tétraploides ont également été
mis en évidence dans les CCCh en cytométrie en flux (93,94), mais aussi en
cytogénétique conventionnelle (95,96). Il est a noter qu’avec la technique de CGH-
Array, les profils tétraploides ou triploides ne sont généralement pas détectés en

raison de difficulté de paramétrage.

Les données de CGH-Array des 16 CCCh étudiés mettaient en évidence dans 11
des tumeurs les pertes chromosomiques classiguement décrites: perte des
chromosomes 1, 2, 6, 10, 13, 17 et 21 qui caractérisent ce sous-type histologique de
carcinome rénal. L’'une des tumeurs que nous avons étudiées, la tumeur n°11,
présentait 6 gains chromosomiques, en plus des pertes classiques. Dans les CCCh,

les gains chromosomiques ont rarement été observés. En cytogénétique
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conventionnelle, au début des années 90, différents auteurs montraient des
caryotypes de CCCh avec pertes chromosomiques multiples, sans gains
chromosomiques (48,53,95). Cependant, peu d’études avec caryotype conventionnel
ont été publiés en raison de la difficulté a obtenir des métaphases avec les CCCh en
culture (97). C’est Speicher et al (50) en 1994 qui évaluent pour la premiére fois une
série de 19 CCCh en CGH sur métaphase : 'ensemble des CCCh présentaient les
pertes chromosomiques classiques, sans gains chromosomiques associés. A la fin
des années 90, les technigues de cytogénétiqgues moléculaires se sont développées
et ont remplacé le caryotype conventionnel. En 2003, Kallio et al (86) étudiaient 20
carcinomes rénaux en CGH sur métaphases. Le seul CCCh de leur série ne
présentait pas les pertes chromosomiques classigues mais 3 pertes
chromosomiques partielles (1p31l-pter, 3p et 19q) et 7 gains chromosomiques
partiels ou entiers (12pl12-cen-qter, 4, 7, 11, 14, 15, 18). Il s’agissait d’'une tumeur de
stade pT1bNOMO, sans évolution défavorable, diagnostiquée entre 1993 et 1995. Les
anomalies du bras court du chromosome 3 (3p) sont plutét caractéristiques des
carcinomes a cellules claires. Tan et al (98) ont comparé, en 2010, par analyse par
SNP-array 15 CCCh versus 15 oncocytomes. Les CCCh présentaient les pertes
chromosomiques classiques, ainsi que des gains chromosomiques (4, 7, 11, 12, 14q
et 18q). Le détail des anomalies cytogénétiques n’était pas précisé pour chaque
tumeur, et il N’y avait aucune donnée histopathologique des CCCh analysés. En
2013, Sperga et al (99) ont analysé en FISH et plus ou moins en CGH-Array 37
CCCh, et ont étudié la relation entre les anomalies chromosomiques et le grade
nucléaire de Paner. Dans cette série, 69% des tumeurs présentaient les pertes
chromosomiques classiques et 73% des cas possédaient au moins 1 gain
chromosomique. Il parait cependant curieux que tant de gains chromosomiques
soient décrits dans les CCCh depuis I'ére de la bioinformatique alors qu’ils n’avaient

été que rarement observés dans les caryotypes conventionnels. Dans I'étude de
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Sperga et al, 15 des tumeurs ont été étudiées uniquement par technique FISH, a
laide de 22 sondes centromériques différentes reconnaissants les
chromosomes non sexuels: 2 avaient un caryotype normal, 2 présentaient les pertes
chromosomiques classiques, 4 présentaient les pertes chromosomiques classiques
associées a quelques gains, 4 présentaient les pertes chromosomiques classiques
associées a systématiguement un gain des chromosomes non perdus, 2 ne
présentaient pas de pertes mais un gain pour tous les chromosomes non
classiquement perdus et 1 tumeur ne montrait que des gains, pour 'ensemble de ses
chromosomes. La ploidie avait été étudiée au préalable en évaluant le nombre de
spot fluorescent sur 100 noyaux tumoraux pris au hasard. Cependant, il a été
montrait qu’il existait une importante hétérogénéité intra-tumorale de la ploidie, et
gue les CCCh possédaient de nombreuses cellules binucléées. Il semble donc
difficile d’évaluer le caryotype tumoral sur analyse par FISH. Par ailleurs, 21 autres
CCCh ont été analysés, dans cette méme étude, a la fois en FISH et en CGH-Array :
2 avaient un caryotype normal, 8 présentaient les pertes chromosomiques
classiques, 2 présentaient les pertes chromosomiques classiques associées a la
duplication du chromosome 19, 7 présentaient les pertes chromosomiques
classiques associées au gain systématique de tous les autres chromosomes et 2 ne
présentaient pas de pertes mais un gain pour tous les chromosomes non
classiqguement perdus. Ainsi, 9 des tumeurs avaient un profil caryotypique assez
surprenant, avec de nombreux gains chromosomiques. Lors de notre analyse des
données de CGH-Array, nous avons également rencontré ce genre de profil
caryotypique. Pour 2 des 16 tumeurs de notre étude (tumeur n°4 et 5), nous avions
les pertes chromosomiques classiques associées systématiquement a un gain
chromosomique pour les chromosomes non perdus. Pour une 3™ tumeur (tumeur

n°6), il N’y avait que des gains chromosomiques dans tous les chromosomes non

classiqguement perdus, et le profil des chromosomes habituellement perdus était sur
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la ligne de base (qui représente le statut diploide 2n). En s’intéressant aux données
brutes des rapports de fluorescence, nous nous sommes apercus que le logiciel
prenait automatiquement le pic majoritaire d’ADN pour le pic diploide. Pour ces 3
tumeurs, le prélevement tissulaire était tres riche en cellules tumorales et entre 8 et
13 chromosomes étaient perdus, et il s’agissait de plus de chromosomes de grande
taille, le pic majoritaire était donc le pic hypodiploide (environ 1,5n) qui a été
interprété comme étant le pic diploide par le logiciel (Figures 21 et 22). Ainsi une
centralisation manuelle a été nécessaire pour ces 3 CCCh. Dans I'étude de Sperga
et al, le paramétrage du logiciel utilisé n’était pas entiérement détaillé et notamment
leur méthode de centralisation des rapports de fluorescence. Les gains
chromosomiques dans les CCCh ne seraient donc probablement pas aussi fréquents
que décrits dans cette étude. Toutefois, 6 des tumeurs analysées par Sperga et al
possédaient les pertes chromosomiques classiques et quelques gains
chromosomiques, soit 16% de leur échantillon. Dans notre étude, 3 des CCCh
présentaient 1 gain chromosomique, entier ou partiel, et 1 des tumeurs présentaient
6 gains chromosomiques entiers. |l n’existe donc pas que des pertes
chromosomiques dans les CCCh, quelques gains de chromosomes peuvent étre
associés aux pertes classiques, mais semble limité a 1 ou 2 chromosomes, rarement
plus. Il est a noter également qu’en cytogénétique conventionnelle, il peut exister un
biais de culture cellulaire : certains sous-clones tumoraux ont une capacité mitotique
moindre par rapport au clone majoritaire, ce qui pourrait expliquer que les sous-

clones portant des gains chromosomiques aient été peu observeés.
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Figure 21- Profil de CGH de la tumeur n°6 avant centralisation manuelle (en haut) et aprés centralisation
manuelle (en bas).
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Figure 22- Profil de CGH-Array de la tumeur n°4 avant centralisation (en haut) et aprés centralisation
manuelle (en bas). Noter la présence de gains chromosomiques artéfactuels (en bleu) avant la centralisation.
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Nous observons que les CCCh métastatiques de notre étude présentaient un
nombre de chromosomes perdus plus important que celui du groupe non
meétastatique et ces valeurs étaient significativement différente (p=0,0058). Des
études comparant les nombres d’anomalies chromosomiques a la survie, n‘ont pas
mis en évidence relation particuliere entre ces 2 facteurs (86,100). En revanche, pour
Moch et al, le nombre de chromosomes perdus étaient associées de maniere linéaire
au risque de récidive tumorale et la perte du bras long du chromosome 9 (9q) étaient
associés de maniére significative a la survie sans récidive (100). Ces observations
ne sont cependant pas superposables aux CCCh car ces séries étaient constituées
quasi exclusivement de carcinomes a cellules claires (n=58) et de seulement 1

CCCh et 2 carcinomes papillaires.

Peu d’études se sont intéressées a la cytogénétique des métastases de CCCh. En
1998, Dijkhuizen et al ont obtenu le caryotype d’'une métastase splénique de CCCh a
partir de tissu frais, par techniqgue conventionnelle (101). Des pertes
chromosomiques étaient retrouvées (-1,-2, del(5)(q22),-6,-10,-13,-15,-17,-18,-21,-
22), ainsi que des remaniements de type translocation (der(1)t(1;15)(g44;q13) et
der(12)t(5;12)(g13;922)) ou des additions de matériel chromosomique (add(15)(p11)
et add(18)(g22)). Le nombre d’anomalies chromosomiques semble plus élevé que
dans un CCCh non métastatique. Cependant, il n'a pas été réalisé d’analyse
cytogénétique sur la tumeur primitive, afin de comparer si les mémes altérations
chromosomiques étaient présentes. Des analyses cytogénétiques par CGH ont été
réalisées sur des séries de carcinomes rénaux a cellules claires, sur la tumeur
primitive et ses métastases (102,103) : aucunes lésions secondaires n’étaient
strictement identiques sur le plan génétique a sa tumeur primitive. 70% des
meétastases présentaient des similitudes avec le primitif et 30% possédaient des

anomalies additionnelles. Dans I'étude de Bissig et al (103), 32% des métastases

58



présentaient des anomalies chromosomiques complétement différentes de celles du
primitif. L’hypothése de I'hétérogénéité génétique intra-tumorale est de nouveau
posée, avec possibilité de [I'évolution métastatique d'un sous-clone tumoral
minoritaire mais plus agressif. Ainsi, ces auteurs n'‘ont pas mis en évidence de
relation significative entre les anomalies cytogéenétiques des tumeurs primitives et
les paramétres cliniques de progression de la maladie. Face a ces données, il
semble donc difficile de pouvoir établir un profil cytogénétique type de tumeur a
potentiel métastatique. Toutefois, les données manquent dans le domaine des

carcinomes a cellules chromophobes.

Dans I'étude d’Amin et al (6), 18 tumeurs parmi les 60 classées en variant
éosinophile pur présentaient une cytologie proche de celle des tumeurs hybrides,
c’est-a-dire associant des cellules de CCCh et des cellules d’oncocytome. Dans
notre étude, une des tumeurs présentait également une cytologie associant les 2
types de cellules tumorales (tumeur n°10). Il s’agit trés probablement d’'une tumeur
hybride, non diagnostiquée initialement en 2009. Ce diagnostic est conforté par le
profil en cytométrie de flux qui est diploide, et le profil caryotypique en CGH-Array qui
ne retrouvait qu'une duplication partielle du bras long du chromosome 11
(dup(11)g13.2). Comme I'a montré récemment 2 études s’intéressant a la
cytogénétique des tumeurs hybrides (104,105), leurs caryotypes sont généralement
trés peu modifiés voir tout a fait normal. Décrites par 'OMS depuis 2004, les tumeurs
hybrides restent de diagnostic difficile et sont facilement prises pour des CCCh de
forme éosinophile. La CGH-Array est un outil intéressant pour les distinguer au vu de
leur différence cytogénétique. Cependant, les CCCh a caryotype diploide ont été
décrits mais reste rares (50,52,95,96,99,106). Dans notre série, 2 des tumeurs

(tumeurs n°7 et 12) présentaient un caryotype strictement normal et une troisiéme
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(tumeur n°8) avait uniqguement une délétion de la partie terminale du bras court du

chromosome 1 (del(1)p32.1).

Le géene c-MET est un proto-oncogene codant pour le récepteur a domaine tyrosine
kinase de I'hepatocyte growth factor. Il est amplifié dans les carcinomes papillaires
rénaux de forme familiale mais également dans 13% des formes sporadiques (107).
Ce géne a été peu étudié dans les CCCh. Des séries étudiant I'expression du
récepteur a domaine tyrosine kinase issu du gene c-MET en immunohistochimie ont
inclus quelgques CCCh, dont de rares cas métastatiques, qui n’exprimaient pas ce
récepteur de facon anormale (107,108). Dans notre étude, pour aucun des CCCh,
métastatiques ou non, il n’était observé de surexpression du géne c-MET, ce qui est

en accord avec les données de la littérature.
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VI- Conclusion

bY

Notre série est comparable a celles de la littérature : Les carcinomes a cellules
chromophobes opérés au CHRU de Lille sur la période 2002-2013 représentent 6%
de I'ensemble des tumeurs du rein. lls surviennent principalement durant la 6éme
décade, avec une taille moyenne de 5,7cm et sont localisés au rein pour 83% d’entre
eux. L’évolution péjorative métastatique est observée dans moins de 8% des cas.
Notre travail confirme que certaines caractéristiques comme la nécrose tumorale, un
contingent sarcomatoide, des emboles tumoraux, un envahissement de la graisse
péri-rénale et un envahissement ganglionnaire sont plus fréquemment observés
dans les formes d’évolution défavorable. De plus nous avons identifié quatre criteres
significativement associés au risque métastatique : une grande taille tumorale
(> 10cm), un compte mitotique =23/10HPF, un index de prolifération Ki67 élevé dans
les foyers de « hot spot » (213%) et un grand nombre de chromosomes perdus (=8)
en CGH. Cependant, en raison des effectifs limités de notre étude, ces criteres

devront étre validés sur de plus larges séries.
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Résumé :

Titre : Carcinome rénal a cellules chromophobes : étude clinico-pathologique de 77 cas et
caractérisation morphologique et cytogénétique des cas métastatiques.

Contexte : Les carcinomes a cellules chromophobes représentent 5 a 10% des tumeurs rénales et
sont d’excellent pronostic. Les cas métastatiques sont rares (7%) et ont été peu étudiés.

Matériel et méthodes : Nous avons évalué rétrospectivement les criteres épidémiologiques et
histopathologiques des 77 cas de carcinomes & cellules chromophobes diagnostiqués au CHRU de
Lille de 2002 & 2013. Les 6 cas métastatiques extraits de cette série ont été comparés a 10 cas non
métastatiques. Les critéres d’analyse étaient les suivants : la taille tumorale, la nécrose tumorale, un
contingent sarcomatoide, l'index mitotique, l'index de prolifération Ki67, la présence d’emboles
tumoraux, le stade, le grade nucléaire de Paner, la ploidie de 'ADN et le caryotype obtenu par CGH-
Array.

Résultats : Dans la série de 77 cas, 'dge moyen au diagnostic était de 57,5 ans et |a taille tumorale
moyenne était de 5,7cm. 83% des tumeurs étaient de stade pT1 ou pT2. Un contingent de carcinome
sarcomatoide et des emboles tumoraux n’étaient observés que dans les tumeurs métastatiques. Les
cas meétastatiques représentaient 7,8% de la série (n=6). 5/6 de ces tumeurs présentaient de la
nécrose tumorale et des emboles tumoraux. Les tumeurs non métastatiques étaient classées en
grade 1 ou 2 de Paner, alors que les tumeurs métastatiques étaient de grade 2 ou 3. Le compte de
mitoses était significativement différent dans les 2 groupes (p=0,0037) avec en moyenne, 5,17
mitoses dans le groupe métastatique et 0,9 mitoses dans l'autre groupe. L’évaluation de l'index de
prolifération Ki67 dans les foyers de « hot spot » mettait en évidence des valeurs significativement
différentes dans les 2 groupes (p=0,0104) alors que ces index évalués en moyenne sur 'ensemble de
la lame ne I'étaient pas (p=0,1824). L’ensemble des tumeurs métastatiques avaient un profil d’ADN
aneuploide de type hypodiploide en cytométrie en flux et de 7 a 12 pertes chromosomiques en CGH-
Array. 4 des 10 tumeurs non métastatiques avaient un profil d’ADN et un caryotype diploide. Le
nombre de chromosomes perdus entre les 2 groupes de tumeurs étaient significativement différent
avec un p=0,0058. Le nombre de gains chromosomiques n’étaient pas significativement différent entre
les 2 groupes.

Conclusion : Notre série est comparable a celle de la littérature : les carcinomes a cellules
chromophobes représentent 6% des tumeurs rénales opérées au CHRU de Lille et moins de 8% des
cas sont métastatigues. Nous avons montré que les cas métastatigues sont significativement
caractérisés par leur taille (=10cm), un compte mitotique =3/10HPF, un index de prolifération =13%
dans les foyers de « hot spot » et par un nombre de chromosomes perdus (28) plus important que
dans les cas non métastatiques.
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