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RESUME

Contexte : La prévalence grandissante des nodules thyroidiens, abondamment
cliniquement et échographiquement diagnostiqués contraste avec la faible proportion de
cancers en leur sein. L’enjeu en pathologie nodulaire thyroidienne est de résoudre le
dilemme diagnostique des nodules de cytologie indéterminée, afin de limiter le nombre
de chirurgies diagnostiques. La mutation hot spot BRAFV600E spécifique des carcinomes
papillaires thyroidiens (CPT), est la plus fréquente des anomalies moléculaires identifiées
sur produit de cytoponction thyroidienne. Le but de notre travail était de mettre au point
la technique de détection de la mutation BRAFV6%E sur produit de cytoponction et
d’étudier son intérét dans I'évaluation diagnostique des nodules thyroidiens au CHRU de
Lille.

Méthode : Nous avons rétrospectivement répertorié les données cliniques,
échographiques, cytologiques, histologiques et de biologie moléculaire de 143 patients
ayant bénéficié de la recherche de la mutation BRAFV6%°E sur produit de cytoponction de
nodule thyroidien entre mars 2010 et juillet 2016.

Résultats : La mutation a été identifiee dans 17 prélévements, soit 12 % des
nodules de notre série. Plus particulierement, seulement 4 % des nodules de cytologie
indéterminée étaient porteurs de la mutation (représentant 14 % des nodules Bethesda
lIl et 8 % des nodules Bethesda V, tandis qu’elle n’a été détectée dans aucun des nodules
Bethesda V). Les sensibilités diagnostiques de ce test, calculées au sein de I'ensemble
des nodules opéres, puis des nodules de cytologie indéterminée ayant été opérés, étaient
respectivement de 30 % (IC95% [18.8;44.1]) et de 12 % (IC95% [2,55; 31,2]),
augmentant les performances diagnostiques de I'examen cytologique dans notre série
de 5,4 % seulement. Bien qu’associée aux sous-types histologiques agressifs (53 % vs.
16 %, p=0,02), sa faible prévalence ne nous a pas permis de lui justifier un intérét
pronostique a I'échelle individuelle.

Conclusion : Les résultats de l'application de la recherche de la mutation
BRAFV69E dans notre centre sont décevants, sa faible sensibilité diagnostique ne
permettant pas de lever de fagon significative l'incertitude diagnostique des nodules de
cytologie indéterminée. D’autres outils de biologie moléculaire, de développement plus

récent, pourraient étre utilisés.
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Introduction

Jusque dans les années 1980, seule la palpation permettait la détection des
nodules thyroidiens. Depuis I'avénement de I'échographie, leur incidence ne cesse
d’augmenter. Si environ 5 % de la population générale présente un nodule palpable
(1), 'échographie porte ce taux a 67 % (2). Il en découle une augmentation de la
prescription d’examens complémentaires permettant leur évaluation, notamment des
cytoponctions, dont le nombre a doublé aux Etats-Unis entre 2006 et 2011, ainsi que
de leur prise en charge chirurgicale (augmentation de 31 % aux Etats-Unis sur la
méme période) (3). Parmi ces nodules, 5 a 6 % sont des cancers, soit 8211 nouveaux
cas de cancers thyroidiens en France en 2012 parmi une population de 66 millions
d’habitants, le positionnant au cinquiéme rang des cancers les plus fréquents chez la
femme. Cependant son pronostic reste excellent (0.2 % de la mortalité par cancer) (4).

Ce contraste entre la fréquence grandissante de ces nodules abondamment
cliniquement et échographiquement diagnostiqués, et la faible proportion de cancers,
rend nécessaire le développement d’outils performants afin de différencier les nodules
bénins des nodules malins, en vue d’une prise en charge adaptée. Si le contexte
clinique, la sémiologie échographique, et I'examen cytologique du matériel de
cytoponction permettent le plus souvent d’orienter la prise en charge, l'incertitude
persiste pour 15 a 30 % des nodules (catégories Ill, IV et V de la classification de
Bethesda) pour lesquels le cytologiste ne peut ni affirmer la bénignité, ni exclure la
malignité. L'exérése chirurgicale de principe est alors bien souvent la solution a ces
situations de diagnostic incertain, conduisant a un grand nombre de chirurgies
réalisées pour des nodules se révélant finalement bénins, donc inutiles.

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis une
meilleure connaissance des anomalies moléculaires présentes dans les cancers
thyroidiens, et I'objectif est actuellement de lui donner une place diagnostique, en
particulier pour ces nodules indéterminés ou suspects. La mutation de 'oncogéne
BRAF est l'altération moléculaire la plus fréquente dans les cancers thyroidiens

papillaires, et la plus étudiée a visée diagnostique et pronostique a ce jour.

Nous présentons dans ce travail une étude rétrospective portant sur la valeur

diagnostique de la recherche de la mutation BRAFV6%E dans I'évaluation préopératoire
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de patients présentant une pathologie nodulaire thyroidienne dans notre centre au
CHRU de Lille, et en particulier en ce qui concerne les nodules de cytologie

indéterminée.
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I. Le nodule thyroidien : généralités

Le nodule thyroidien constitue une hypertrophie individualisée au sein de la
glande thyroide. Evénements communs du développement et du vieillissement de la
thyroide, les nodules thyroidiens sont trés fréquents, leur prévalence dans les pays ou
'apport iodé est suffisant (Etats-Unis, Europe) étant évaluée a 5 % chez la femme et
1 % chez ’homme par la palpation cervicale (5-7). Leur prévalence échographique est
beaucoup plus élevée, évaluée entre 19 et 67 %, chiffres variant en partie avec la
sensibilité de la sonde utilisée (8,9). Dans I'étude SU.VI.MAX menée en France chez
des adultes agés de 35 a 60 ans, la prévalence de nodules détectés par une sonde de
7,5 MHz était de 14,5 % (10), tandis qu’elle était de 68 % avec une sonde de 13 MHz
dans une population allemande d’age moyen de 56 ans (9). Une étude prospective
réalisée aux Etats-Unis et portant sur 100 sujets asymptomatiques décrivait une

prévalence échographique de 67 %, et une concordance radio-clinique de 49 % (2).

Cette fréquence s’accroit avec I'adge, la prévalence échographique étant
équivalente a celle de la décennie des sujets (20 % a 20 ans, 70 % a 70 ans...) (11).
Il existe une prédisposition familiale a la nodulogénése, une étude danoise portant sur
des paires de jumeaux suggérait notamment qu’elle relevait pour 2/3 de facteurs
génétiques et pour 1/3 de facteurs environnementaux comme le tabac (12). D’autres
facteurs constitutionnels prédisposent a la survenue de nodules comme le sexe
féminin (sex-ratio homme-femme variant entre 1 : 1,2 et 1 : 4,3 selon les séries) et la
parité (la proportion est trois fois moindre chez les nullipares). L'acromégalie, par
I'hyper-somatotropisme, et I'lhyperinsulinisme, fréquente en cas d’obésité, constituent
des terrains favorisant la formation de nodules (13). La carence relative en iode et le
taux de TSH stimulent la croissance des cellules thyroidiennes et a fortiori la
nodulogénése (14,15). Un antécédent d’irradiation cervicale, particulierement durant
'enfance ou I'adolescence augmente le risque de survenue de nodules et de cancers
(risque relatif multiplié par 2 ou 3). Lirradiation externe accidentelle lors de I'accident
de Tchernobyl a entrainé une augmentation du risque de nodules et de cancers
thyroidiens chez les enfants exposés en Russie, en Biélorussie et en Ukraine, mais ce

risque n’a pas été établi en France (4,14).



TOULLET Flora Introduction

La majorité de ces formations sont bénignes (95 % des cas), correspondant a
des adénomes, parfois a des kystes, et s’intégrent le plus souvent au sein de
dystrophies plurinodulaires thyroidiennes diffuses se constituant progressivement au
cours du temps. Alors qu’on observe dans prés de deux tiers des cas une régression
ou une stabilisation des nodules apparemment bénins a 5 ans, d’autres évoluent au
cours des années (20 a 56 % présentent une augmentation de volume de 15 % ou

plus a 5 ans), sans que ce facteur ne soit prédictif de malignité (16,17).

L’échographie cervicale étant devenue un examen de routine, de petits nodules
thyroidiens parfois non palpables, sont diagnostiqués de plus en plus fréquemment et
dénommeés « incidentalomes thyroidiens » (9,18). Lorsqu’ils sont infracentimétriques,
on parle de « micronodules », et leur majorité resteront infracliniques, méme en cas
de nodule malin (11). En I'absence de signe péjoratif associé (adénopathie, extension
extra capsulaire), le risque de malignité n’étant pas lié a la taille du nodule, ils ne
requiérent pas d’investigation supplémentaire ni de prise en charge thérapeutique, et
seule une surveillance échographique a intervalles réguliers (tous les 1 a 2 ans) est

recommandée (7).
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. Le Cancer Thyroidien

A. Epidémiologie

Si une faible proportion de ces nodules correspond a un cancer (5 a 10 % (19)),
le cancer thyroidien, représentant 1 a 2 % des diagnostics de cancers solides (20), est

le plus fréquent des carcinomes endocrines (20).

L'incidence du cancer thyroidien ne cesse d’augmenter dans le monde depuis
les derniéres décennies. En France, son incidence chez 'homme et chez la femme
était respectivement de 1,1 et 2,8 cas pour 100 000 personnes en 1980, et de 5,5 et
13,8 cas pour 100 000 en 2012, soit une augmentation de 5% par an (4). Le cancer
thyroidien est désormais classé au 5°™¢ rang des cancers chez la femme en France,
et au troisieme aux Etats-Unis (21,22).

Cette augmentation est principalement liée a I'évolution de lincidence des
cancers papillaires, qui sont de trés bon pronostic. En résulte la différence d’évolution
entre l'incidence et la mortalité, cette derniére étant globalement stable sur la méme
période, actuellement de 0,2 % quel que soit le sexe, classant le cancer thyroidien au
18°M¢ rang des décés parmi les 19 localisations examinées par I'Institut de Veille
Sanitaire (InVS) en 2013 (4). Le carcinome papillaire thyroidien (CPT) peut apparaitre
a tout age, son incidence maximale se situant entre 30 et 50 ans (dge moyen : 45 ans),

et le sex-ratio est de 2 femmes pour 1 homme.

L’évolution de lincidence du cancer thyroidien est principalement liée a la
détection précoce de microcarcinomes papillaires, conséquence de I'amélioration des
techniques échographiques (23). Aux Etats-Unis, leur proportion parmi les cancers
thyroidiens diagnostiqués en 1988-1889 était de 25 %, et de 39 % en 2008-2009 (24).
Cette notion est confortée par le fait que l'incidence des cancers plus volumineux reste
stable (25). La majorité de ces cancers de moins de 1 cm, de par leur évolution lente,
seraient probablement restés asymptomatiques, comme en atteste la prévalence des
microcarcinomes thyroidiens des séries autopsiques (2,7 a 30 % en fonction des
populations (26,27)). Dans une étude japonaise observationnelle, seuls 16 % des

microcarcinomes non opérés ont progresse a 10 ans, sans augmentation du risque de
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récidive que la chirurgie soit réalisée précocement ou lors de la progression (28). Par
ailleurs, alors que I'évolution carcinologique est favorable, que le patient ait bénéficié
d’'une surveillance active ou d’'une thyroidectomie immeédiate, les effets secondaires

de cette derniere (hypoparathyroidie, hématome) sont significatifs (29).

Leenhardt et al. (30), dans une étude rétrospective portant sur I'évolution des
pratiques de prise en charge des pathologies thyroidiennes en France entre 1980 et
2000, ont décrit une augmentation des découvertes fortuites de cancer lors de
'examen anatomopathologique (de 12,5 % en 1980 a 37 % en 2000), ainsi qu’une
augmentation de la proportion de thyroidectomies totales. Cette étude met également
en évidence une augmentation de l'utilisation de I'échographie et le développement de
la cytoponction a l'aiguille fine lors de la prise en charge diagnostique des pathologies
de la thyroide, permettant un diagnostic plus précoce des tumeurs de petite taille.
Enfin, elle rapporte une évolution des pratiques anatomopathologiques, permettant la
réalisation de coupes de plus en plus fines, aboutissant a la découverte de cancers de

quelques millimétres.

D’autres facteurs pourraient participer a 'augmentation de I'incidence du CPT,
comme la supplémentation des carences iodées, réduisant la proportion de cancers
d’histologie agressive au profit des CPT, et la re-classification de certains sous types

vésiculaires en papillaires.

B. Anatomopathologie

Les cancers différenciés issus des cellules folliculaires représentent 90 % des
cancers thyroidiens, le carcinome papillaire thyroidien étant le plus fréquent (85% des
cancers thyroidiens). Son diagnostic histologique repose sur [lidentification
d’anomalies nucléaires caractéristiques (noyaux a bords irréguliers, se chevauchant,
avec inclusion intranucléaire de cytoplasme, rainurés). Le CPT classique (CPT cl.),
défini par une architecture constituée de papilles, est caractérisé par sa fréquente
extension métastatique ganglionnaire cervicale. Son pronostic, globalement bon, avec

en particulier une mortalité a 10 ans des CPT bien différenciés inférieure a 5 % (31),
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est lié a la taille et au nombre des adénopathies loco-régionales ainsi qu’a la présence
d’'une extension extra-ganglionnaire.

On distingue plus d’'une dizaine de sous-types histologiques de CPT. Le
microcarcinome papillaire (mCPT), défini par une taille inférieure ou égale a 1 cm, est
devenu I'un des variants les plus fréquents du fait de 'augmentation de sa détection
échographique (10 a 40 % en fonction des populations). Il est identifié par 'examen
anatomopathologique de la thyroide dans des séries autopsiques chez prés d’'un tiers
des patients décédés d’'une pathologie non thyroidienne (32), attestant de son
excellent pronostic (mortalité inférieure a 1 %, récidive ganglionnaire locorégionale
variant entre 2 et 6 % et a distance entre 1 et 2 % (28)). Il existe des variants
vésiculaires de CPT (architecture constituée de vésicules et non de papilles), dont le
pronostic reste bon. Parmi ces variants vésiculaires, une nouvelle entité a été décrite
récemment, le CPT d’architecture vésiculaire encapsulé sans angio-invasion (NIFTP,
pour Non Invasive Follicular Thyroid neoplasm with Papillary-like nuclear features),
défini par la présence de caractéristiques nucléaires de CPT, une architecture
folliculaire, et I'absence d’invasion de la capsule Iésionnelle (qui doit étre
échantillonnée de fagon exhaustive) (33). Son pronostic est excellent, avec un risque
nul de morbidité et de mortalité secondaires, si bien qu’il ne devrait plus étre considéré
comme un cancer dans la nouvelle classification OMS a paraitre en 2017. Le variant
vésiculaire infiltrant présente un risque d’extension métastatique similaire a celui du
CPT classique, tandis que d’autres sous-types sont plus agressifs : le CPT a cellules
hautes, a cellules cylindriques, « hobnail » (en clou de tapissier), trabéculaire
(architecture solide sous forme de massifs pleins), ou sclérosant diffus (atteinte diffuse

bilatérale, fibrose marquée).

Le cancer vésiculaire, moins fréquent (15 %), ne présente pas d’anomalie
nucléaire, et reste de bon pronostic méme s’il présente plus fréiquemment des

localisations a distance du fait d’'une dissémination hématogéne.

Il existe une forme de pronostic intermédiaire, le carcinome peu différencié, dont
la survie moyenne est de 3,2 ans, et représentant approximativement 6 % des cancers

thyroidiens.
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Le carcinome anaplasique (CA) (ou indifférencié), présente un pronostic
effroyable, avec une survie médiane de 5 mois et une survie a 1 an de 20 % (34). |l
représente moins de 2 % des cancers thyroidiens (34).

Les cancers peu différenciés et indifférenciés peuvent survenir de novo, mais la plupart
d’entre eux proviennent de la dédifférenciation progressive de cancers papillaires ou

vésiculaires.

Le cancer médullaire de la thyroide (CMT) dérive des cellules parafolliculaires
sécrétant la calcitonine, et représente 3 a 5 % des cancers thyroidiens. Sa mortalité a
10 ans est de 25%, dépendant principalement de I'age au diagnostic et de son

extension locorégionale et a distance (35).

Les autres tumeurs malignes (lymphomes, métastases intra-thyroidiennes de

cancers solides) sont beaucoup plus rares.

Primary Epithelial Thyroid Tumors

Papillary

- carcinoma
NIFTP

Poorly [

Anaplastic

differentiated —| .
carcinoma carcinoma

Follicular cell \ =
Follicular
\ carcinoma
‘ Follicular
|  adenoma

pl- Medullary
< carcinoma
C cell

Benign neoplasm Well-differentiated Poorly differentiated Undfferentiated
cancer cancer cancer

Figure 1 : Les différents types histologiques de tumeurs issues de I'épithélium
thyroidien, Nikiforov Institut Gustave Roussy 2017, d’aprés Nikiforova 2008 (36)
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C. Physiopathologie de la tumorigénése thyroidienne

Les dix derniéres années sont marquées par de réels progrés dans la
compréhension des phénoménes physiopathologiques a l'origine des cancers
thyroidiens, en particulier grace au développement des techniques de biologie

moléculaire.

1. Voies de signalisation de la tumorigénése thyroidienne

Trois principales voies de signalisation sont impliquées dans la tumorigénése
thyroidienne (Figure 2) :

- La voie de 'AMP cyclique pour les tumeurs bénignes hyper-sécrétantes
(adénomes toxiques), activée par des mutations activatrices du récepteur de la
TSH ou de la protéine Gs alpha (non représenté sur la figure 2) ;

- L’activation constitutive de la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase), ou voie RAS-RAF-MEK-ERK, qui est nécessaire a I'apparition des
cancers papillaires,

- Enfin, il existe un réle prépondérant de la voie des PI3K (Phosphatidylinositol

3-kinase) dans la formation des cancers vésiculaires.

IE MAF

? e >/ K \

el (RAS ) Bp~""2 @
\RAS) - ¢ PIFZV\  PIP3
\ _,-/'f -~ ( PTEN ) /]

/ 5fat:teurs deé\

Q transcnptlon/

\
v

prolifération

Figure 2 : Les voies de signalisation impliquées dans la tumorigénese thyroidienne
(d’apres Nikiforova, 2009 (37))
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Les MAPK représentent une famille d’enzymes permettant, de facon
physiologique, de transmettre un signal provenant de l'activation de récepteurs
membranaires a activité tyrosine kinase a différentes cibles intracellulaires. Il existe 4
groupes différents de MAPK, dont celui impliqué dans les cancers papillaires
thyroidiens : celui de la voie MEK-ERK. Cette derniére est par ailleurs suractivée dans
environ un tiers des cancers chez I'Homme, différentes anomalies moléculaires
pouvant conduire a une activation aberrante de cette voie (38).

La voie MAPK-ERK est activée physiologiquement suite a une stimulation
cellulaire par des ligands, comme les facteurs de croissance EGF (Epithelial Growth
Factor) et PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), responsables de la dimérisation et
de lactivation de récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase, via leur
autophosphorylation. Elle est ensuite constituée des protéines RAS (Rat Sarcoma),
RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), MEK (Mitogen-activated Extracellular
signal-regulated Kinase) et ERK (Extra-cellular signal-Regulated Kinase), activées de
fagcon séquentielle via une cascade de phosphorylation, et aboutit a I'activation de
différentes cibles dont des facteurs de transcription contrdlant I'expression de
nombreux genes, et notamment certains impliqués dans le contréle de la prolifération,

de la différenciation, de la survie ou de la mort cellulaire.

2. Anomalies moléculaires de la voie des MAPK impliquées dans la
carcinogénése du CPT

Le CPT est un des cancers présentant la plus faible densité de mutations mise
en évidence aprés séquengage de son génome, preuve biologique de son caractére
relativement indolent (39). La plupart des anomalies moléculaires connues a I'heure
actuelle pour étre impliquées dans les cancers thyroidiens de souche vésiculaire sont
somatiques, présentes uniquement dans le tissu tumoral, par opposition aux
anomalies germinales (les plus fréquentes étant les mutations activatrices de
'oncogéne RET, responsable des formes familiales de cancers médullaires).

La voie des MAPK joue un role prépondérant essentiel dans la tumorigénése du CPT,
les anomalies moléculaires les plus fréquentes étant des mutations ponctuelles
activatrices d’oncogénes survenant de fagon sporadique (mutation de BRAF dans 60%

des cas, et de RAS dans 15% des cas), et le second représenté par les
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réarrangements chromosomiques géniques (RET/PTC, TRK et ALK, dans 12% des
cas) (40).

a) Mutations ponctuelles activatrices de I’'oncogéne BRAF

Le géne BRAF est situé sur le chromosome 7 (7q34). |l code pour une serine-
thréonine kinase appartenant a la famille des protéines RAF dont il existe 3 isoformes
(ARAF, BRAF, CRAF), toutes impliquées dans la voie MAPK. La protéine BRAF
posséde l'activité kinase la plus importante et elle est un élément clef de cette voie de

signalisation (41).

La mutation du domaine kinase de BRAF dans la carcinogénése de plusieurs types
de cancers chez 'homme, comme le mélanome et le cancer colorectal, a été
initialement mise en évidence en 2000 (42), et son implication dans la progression du
CPT a été décrite par Knauf et al. en 2005 a partir d’'un modéle murin (43). Inaugurant
le développement tumoral, la mutation activatrice de I‘'oncogéne BRAF est
responsable d’'un phénomeéne d’ « addiction oncogénique », la prolifération tumorale
du CPT restant sous la dépendance de cette mutation initiatrice (44).

Avec une prévalence de 40 a 45 %, les mutations activatrices de BRAF sont
'anomalie génétique la plus fréquemment associée aux cancers papillaires (45). La
mutation identifiée de fagon quasi exclusive est située dans le domaine catalytique de
la kinase, la rendant environ 500 fois plus active que BRAF a I'état sauvage. La
fréquence de la mutation y étant beaucoup plus élevée qu’en d’autres sites de la
molécule d’ADN, on parle de mutation « hot spot ». Il s’agit de la substitution d’'une
thymine par une adénine en position 1799 du géne, au niveau de l'exon 15,
responsable d’un changement d’'une Valine par un Glutamate en position 600 de la
protéine (mutation nommée BRAFV6%E). Dans de rares cas (1 a 2 %), d’autres
mutations comme la mutation K601E ou des réarrangements ont été mis en évidence,
en particulier le réarrangement AKAP9/BRAF en cas d’antécédent d’irradiation, et plus

de 40 mutations différentes ont été identifiées (45).

Dans les cellules sauvages, a l'état basal, RAF est maintenu dans une

conformation inactive dans le cytosol. Aprés stimulation par un facteur de croissance,
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RAF est recruté a la membrane plasmique ou il interagit avec RAS. Cette interaction,
par des phénoménes de phosphorylation, permet & RAF de se dimériser, a l'origine
d’'une activation de MEK, puis de ERK, ce dernier exergant un rétrocontrdle négatif sur
RAF, permettant une régulation de la voie. Lorsqu’il existe une mutation de 'oncogéne
BRAF, celui-ci peut agir en tant que monomere, forme insensible au rétrocontréle
négatif de ERK. Il en résulte une activation constitutive de BRAF, une stimulation
chronique de la voie des MAP Kinases et par conséquent une augmentation de la

prolifération et de la survie cellulaire, a I'origine de la tumorigénése.
active
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Figure 3 : Activation de la voie des MAPK par BRAF sous sa forme sauvage (1) et sous

Wild-type BRAF cells

(2)

sa forme mutée BRAFV60E (2) d’aprés Leboulleux S. Institut Gustave Roussy 2017, a

partir de Poulikakos et al. (46)
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La mutation « hot spot » activatrice BRAFV6E est plus fréquemment identifiée au
sein des carcinomes papillaires d’histologie classique (60 %) et des variants a cellules
hautes (80 %), beaucoup moins au sein des variants vésiculaires de CPT (10%) (47),
suggérant une dépendance de la tumorigénése de ces dernier a d’autres anomalies
moléculaires. Elle est également mise en évidence dans des microcarcinomes
papillaires, suggérant son réle initiateur précoce de la tumorigénése. Une proportion
plus faible de cancers anaplasiques et peu différenciés dérivés de carcinomes
papillaires présentent cette mutation, sa présence au sein du contingent bien
différencié comme du peu différencié suggérant son role dans la progression tumorale
(48-50). Par ailleurs, la mutation BRAFV8%F n’a pas été rapportée dans les tumeurs
folliculaires, qu’il s’agisse de cancers ou d’adénomes, ce qui en fait un marqueur
spécifique de malignité pour les cancers papillaires et les cancers peu différenciés ou

indifférenciés qui en dérivent (45).

b) Mutations ponctuelles activatrices de I'oncogéne RAS

Les génes RAS (HRAS, KRAS et NRAS) codent pour une protéine G localisée a
la partie interne de la membrane plasmique, qui transmet en aval le signal provenant
de récepteur a activité tyrosine kinase et permet ainsi I'activation de la voie MAPK,
ainsi que d’autres voies de signalisation comme la voie PI3K-AKT. Dans le cancer
thyroidien, les mutations ponctuelles activatrices de RAS affectent les trois génes, la
plus fréquente étant celle du codon 61 de NRAS. Ces mutations bloquent I'activité
GTPase de la protéine, la rendant constitutivement active. Les mutations du géne RAS
ne sont pas spécifiques d’un type de tumeur thyroidienne, ni de la malignité : mises en
évidence dans les carcinomes papillaires, en particulier les variants vésiculaires, avec
une fréquence de 10 a 20 %, elles le sont également dans 40 a 50 % des carcinomes

vésiculaires et 20 a 40 % des adénomes vésiculaires (45).

c) Réarrangements chromosomiques de type RET/PTC

Il s’agit d’'une fusion entre la portion C terminale du proto-oncogéne RET
(domaine a activité Tyrosine Kinase), exprimé dans les cellules para-folliculaires, et la

partie N terminale du géne d’un partenaire de fusion exprimé dans le thyréocyte, et qui
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a la capacité de s’homodimériser. Le produit de cette fusion est alors exprimé dans le
thyréocyte, 'oncogéne RET n’y étant normalement pas exprimé. La dimérisation
constitutive de cette protéine de fusion permet I'activation du domaine catalytique de
RET conduisant ainsi a I'activation constitutive de voies de signalisation, dont la voie
des MAPK. Une douzaine de réarrangements RET/PTC ont été décrits dans la
littérature, les plus fréquents étant RET/PTC 1 et 3 (45,51). lls sont présents dans
approximativement 20 % des carcinomes papillaires de I'adulte, avec une prévalence
variable selon les régions et la sensibilité de la technique utilisée. lls sont trouvés plus
fréquemment dans les cancers papillaires post-radiques et ont notamment été décrits
apres l'accident de Tchernobyl (52). Les translocations a l'origine de ces génes de
fusion sont favorisées par la proximité spatiale des génes concernés lors de
l'interphase cellulaire, les prédisposant a cette recombinaison lors de la réparation des
dommages a ’ADN causés par les radiations (53).

Enfin lls ont également été décrits dans quelques lésions bénignes thyroidiennes,
survenant alors dans une petite proportion des cellules de la lIésion (événement non
clonal), mais les réarrangements « clonaux » (impliquant la majorité des cellules

néoplasiques) sont spécifiques des carcinomes papillaires thyroidiens (54).

d) Réarrangement chromosomique TRK

Les réarrangements chromosomiques impliquant le géne NTRK1 (Neurotrophic
tyrosine kinase, receptor, type 1), aussi appelés réarrangements TRK, sont plus rares,
mis en évidence dans 1 a 5 % des carcinomes papillaires, et plus fréquents en cas
d’antécédents d’irradiation. Il s’agit de la fusion du géne NTRK1, codant pour un
récepteur a activité tyrosine kinase, a une partie d’'un autre géne situé sur le méme

chromosome (chromosome 1) ou un autre chromosome (55).

e) Réarrangement chromosomique ALK

Ce géne de fusion est mis en évidence dans 9 % des cancers thyroidiens peu
différenciés, 4 % des carcinomes anaplasiques et 1 % des CPT (56).
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Ces évenements moléculaires perturbant la voie des MAPK présentent deux

caractéristiques importantes :

- Caractére, le plus souvent, mutuellement exclusif : une seule anomalie est
présente au sein d’un carcinome. Ceci suggére qu’un événement moléculaire
isolé de la voie suffit a 'activer de fagon constitutive et a favoriser la prolifération
tumorale. Il a néanmoins été décrit des CPT présentant simultanément un
réarrangement RET/PTC et une mutation activatrice de I'oncogene BRAF
(57,58),

- Ces anomalies ont pour conséquence commune l'activation constitutive de la
voie des MAPK se traduisant par une activation de la protéine ERK par

phosphorylation, favorisant une prolifération incontrolée.

Cependant, si ces différentes anomalies moléculaires conduisent toutes a une
augmentation en cascade de la phosphorylation des acteurs de la voie des MAKP, il
existe une activation différente de cette voie selon le niveau de 'anomalie moléculaire,
a l'origine de leur association avec des types histologiques et des caractéristiques
cliniques différents. En particulier, I'activation de la voie des MAPK parait plus forte
dans les tumeurs présentant une mutation de BRAF en comparaison avec les tumeurs
porteuses d’'une autre anomalie moléculaire (40). Cela est lié a l'insensibilité du
monomére au rétrocontrole négatif exercé par ERK en cas de mutation BRAFV600E,
tandis que le signal induit par une mutation du gene RAS ou par un réarrangement

chromosomique RET/PTC reste sensible a ce rétrocontrdle (Figure 4).
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Figure 4: Conséquences fonctionnelles des principales anomalies moléculaires

impliquées dans la voie des MAPK (d’apres (40)).

D’autres anomalies moléculaires somatiques ont été identifiées au sein des CPT,

comme le réarrangement chromosomique de type PAX8/PPARY. Il est le résultat d’'une

translocation (t2;3) (q13,p25) aboutissant a la fusion entre le géne PAX8 codant pour

un facteur de transcription thyroidien et le géene PPARy codant pour le récepteur de

la prolifération et de l'activation du peroxysome, entrainant une surexpression de la

protéine PPARY et ainsi I'activation de ses genes cibles. S’ils sont présents dans 30 a

40 % des carcinomes vésiculaires, ils n’en sont néanmoins pas spécifiques puisque

également mis en évidence dans les adénomes vésiculaires (2 a 10%) et quelques

carcinomes papillaires de forme vésiculaire (45).
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Tableau 1 : Prévalence des anomalies moléculaires mises en évidence dans les
carcinomes thyroidiens différenciés, d’apres Nikiforov, Molecular Diagnostics of
Thyroid Tumors, 2011 (45)

Anomalies moléculaires Prévalence (%)

Carcinome papillaire

BRAF 40-45

RET/PTC 10-20

RAS 10-20
TRK <5

Carcinome vésiculaire

RAS 40-50

PAX8/PPARy 30-35
PIK3CA <10
PTEN <10

3. Role des microARNs

Les micros ARNs (miARNSs) constituent une classe de petits ARNs endogénes,
non codant, régulant négativement I'expression des génes. Des profils de miARNs ont
été décrits dans plusieurs types de cancers. En particulier, dans le CPT, il a été montré
que plusieurs miARNs sont surexprimés, suggérant un réle dans la tumorigénése
thyroidienne (59). Par ailleurs, le niveau de surexpression de certains miARNs est
corrélé avec le statut mutationnel des CPT.

Le travail récent du consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas) sur une large
cohorte (environ 500 CPT) a confirmé ces variations au niveau de certains miRNA
dans les CPT (60), et plusieurs études ont montré la faisabilité de leur quantification

sur produit de cytoponction thyroidienne (61-64).
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lll. Les outils du diagnostic

L'incidence du cancer de la thyroide est particulierement sensible aux pratiques
médicales diagnostiques. L’enjeu en pathologie nodulaire est d’améliorer la sensibilité
du diagnostic préopératoire, afin de proposer une prise en charge chirurgicale adaptée
aux nodules malins la justifiant, et d’éviter les thyroidectomies diagnostiques multiples.
En effet, le sujet des thyroidectomies revient de maniere réguliére dans l'actualité
meédicale et scientifique, tant au niveau national qu’international. Sosa JA et al.
rapportait que 19,8 % des thyroidectomies réalisées aux Etats-Unis en 2011
aboutissaient au diagnostic de cancer (3,65), tandis qu’en France, parmi plus de 35
000 thyroidectomies réalisées en 2010, 17 % étaient des cancers et 20 % des nodules
uniques bénins. Ainsi, en France, méme s’il existe d'importantes disparités entre les
régions, pour 4 cancers opérés on opere 5 nodules bénins (ratio de 0.8) (66). D’aprés
Mazzaferri et al. (11) seuls 8 a 17 % des nodules réséqués devant une cytologie
indéterminée s’averent finalement étre des cancers.

Si la chirurgie permet un diagnostic certain grace a [I'examen
anatomopathologique, et allége les contraintes d’'une surveillance en cas de bénignité,
elle n’est pas dénuée de risque (lésions récurrentielles compliquées de répercussions
sur les cordes vocales, se traduisant par une dysphonie avec une voix bitonale dans
4 % des cas, lésions parathyroidiennes a l'origine d’une supplémentation calcique au
long court dans 1 % des cas, ou hématomes post opératoires). En cas de nodule
finalement bénin, ces risques chirurgicaux n’étaient pas nécessaires et le patient se
voit parfois pénalisé par la découverte fortuite d’'un microcarcinome sur la piéce de
thyroidectomie. Par ailleurs, une chirurgie non adaptée a un risque carcinologique
(lobo-isthmectomie, thyroidectomie sans curage ganglionnaire) expose au risque de
récidives.

En paralléle, la surveillance proposée en cas de diagnostic de bénignité incertain
n’est pas dénuée de conséquences, qu’elles soient psychologiques liées a l'incertitude
pour le patient, d’ordre médico-économique (colt des explorations et de la

surveillance), ou médico-légal en cas de retard au diagnostic de nodule malin.

L’arsenal diagnostique repose actuellement sur la confrontation des informations
cliniques, biologiques, échographiques et cytologiques, auxquelles s’ajoutent, dans
certaines situations, les données scintigraphiques.



TOULLET Flora Introduction

A. L’examen clinique

L'interrogatoire recherchera des facteurs de risques de malignité. Le seul facteur
de risque démontré de carcinome thyroidien est 'antécédent d’irradiation cervicale
dans I'enfance. Cependant, des formes familiales de CPT sont décrites, et certains
syndromes sont associés a la survenue de nodules et de cancers thyroidiens
(Polypose Adénomateuse Familiale, maladie de Cowden, Néoplasie Endocrinienne
Multiple de type 2, complexe de Carney, syndrome de Mac Cune Albright). Devant la
découverte d’'un nodule thyroidien, le sexe masculin, particuliérement apres 60 ans,
ou I'age inférieur a 20 ans, sont des facteurs de risque de carcinome.

L’examen clinique évaluera la consistance, la mobilité a la déglutition, les aires
ganglionnaires : la nature maligne d’'un nodule est suspectée devant sa croissance
rapide sur quelques semaines ou mois, sa consistance ferme et irréguliére, son
adhérence aux tissus, son association a une dyspnée, une dysphagie, une toux ou

une modification de la voix et a fortiori a des ganglions cervicaux (13).

Tableau 2 : Marqueurs cliniques de risque de malignité d’'un nodule :

Antécédents :
- Personnels d’irradiation cervicale dans I'enfance
- Familiaux de CPT, CMT, NEM2, maladie de Cowden, Polypose familiale,
complexe de Carney, syndrome de Mc Cune Albright
- Age <20 ansou>60 ans

- Sexe masculin

Présentation clinique :
- Croissance rapide en quelques semaines ou mois
- Consistance ferme et irréguliere

- Nodule fixé aux tissus sous-jacents

Signes associés :
- Adénopathie cervicale
- Dysphagie, dyspnée

- Paralysie récurrentielle
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Devant la découverte d’'un nodule, et a fortiori si sa taille est supérieure a 1 cm, un
dosage de la TSH est indiqué, qui participera a guider la suite de la prise en charge.
Subnormale, un examen scintigraphique sera nécessaire afin d'évaluer la
fonctionnalité du nodule. Rarement malin, un nodule hyperfonctionnel ne nécessitera
pas d’évaluation cytologique. A l'inverse, un taux de TSH dans les valeurs hautes de
la norme est associé a une augmentation du risque de malignité et facteur de mauvais
pronostic en cas de nodule thyroidien, mais ce paramétre, verifié a 'échelle d’'une
population, ne peut étre utilisé comme marqueur de malignité a I'’échelon individuel.
Concernant la calcitonine plasmatique, dont le dosage est indispensable en cas de
contexte familial ou clinique évocateur de NEM 2 ou de CMT, l'indication d’'un dosage
systématique lors de la découverte d’'un nodule thyroidien n’est pas consensuelle
actuellement du fait de 'ambiguité de son augmentation modérée dans certaines

situations (hyperplasie des cellules C, microcarcinome médullaire) (7).

B. L’échographie thyroidienne

L’échographie cervicale a pris une importance croissante dans I'exploration de la
morphologie thyroidienne, et en particulier des nodules, via son accessibilité et son
faible colt. Pensée et effectuée en prenant en compte le contexte clinique et
biologique, elle doit systématiquement étre confrontée a la symptomatologie du
patient.

Elle permet d’analyser de facon trés fine et précise le parenchyme thyroidien, de
préciser les caractéristiques des formations nodulaires décelées, 'objectif dans cette
indication étant de différencier les nodules malins des nodules bénins.

De nombreuses études ont montré que plusieurs signes échographiques
pouvaient étre utilisés pour définir un niveau de risque de malignité, décrits dans le
tableau 3 (17,67—-70). Aucun d’entre eux ne confére le méme niveau de risque
statistique de malignité, et aucun pris isolément n’est pathognomonique de malignité,

mais I'association de plusieurs de ces signes accroit significativement le risque (71).
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Tableau 3 : Signes échographiques évocateurs de la malignité d’'un nodule thyroidien
(17)

Signes évocateurs de malignité

- Caractére solide fortement hypoéchogene

- Contours flous ou festonnés

- Nodule plus épais que large

- Microcalcifications

- Macrocalcifications

- Effractions capsulaire

- Envahissement des tissus adjacents

- Vascularisation a prédominance intranodulaire
- Index de dureté élevé en I'élastographie

- Adénopathie satellite suspecte

- Augmentation rapide de volume lors de la surveillance (>20 % en un an)

L'idée d’'un score de stratification quantitative du risque de malignité en fonction
de I'évaluation échographique est apparue pour la premiere fois au Chili, décrit par
Horvath et al. (72) et porte le nom de TI-RADS (Thyroid Imaging-Reporting and
Database System), par analogie avec le systéme BI-RADS utilisé en pathologie
mammaire. Dans le but de faciliter son utilisation en routine par les radiologues et les
cliniciens, il a été adapté et perfectionné par Gilles Russ au décours d’'une premiére
étude rétrospective portant sur 500 nodules, lui permettant de définir les valeurs
prédictives positives et négatives de chaque signe échographique (Figures 5 et 6), et
de définir un atlas lexical et un compte rendu standardisé (73). Le score TI-RADS ainsi
obtenu, dont la sensibilité et la spécificité étaient respectivement de 95 % et 68 %, a
ensuite été évalué par le méme auteur dans une large étude prospective portant sur
4550 nodules (74,75), aboutissant au systéme de stratification du risque aujourd’hui
utilisé en France, dans lequel 6 catégories de nodules sont décrites, associées a un
niveau de risque de malignité croissant (Tableau 4).



TOULLET Flora

Introduction

—~ 80 1

° 73

= ] g, 60

< 601

>

QJ .

g 50

S 40- S8

©

g 30 - 26

Q 20 o e

% 107 6

D- O T T T T T T T

& & & &£ £ & & &
£ & il § & & & Q

S & & N & ¥ s
F N P S & S
g & & @ & & ¢ &*

S ¢S

QD S

® Oeo 'b\"gJ

Sonographic feature

Figure 5 : Valeurs prédictives positives de malignité des signes échographiques,

Negative predictive value (%)

d’aprés G.Russ et al. (75)

100 - 98 o8 159
o | o4 9 95 95
901 g5
85 -
80
75 T T T T T T T
AN N S § >
06900 \Q\&O oé\}@ cxé\o g 3 .1:5\\0(‘ .%0669 & c}\g
%0 N S &\\ Q} \'b\\ 6\\ @Q
N & & > K P &
Q& Q‘\\ @ \2\ qu,c’ \/0
Qo(\ ’»4
S IS
*°

Sonographic feature

Figure 6 : Valeurs prédictives négatives de malignité des signes échographiques,

d’aprés G.Russ et al. (75)

24



TOULLET Flora Introduction

Tableau 4 : Score TI-RADS d’aprés G.Russ (74)

DEFINITION

RISQUE % des
SCORE ECHOGRAPHIQUE SIGNIFICATION 22 el
TI- MALIGNITE échographiés
RADS 2t
1 Examen normal
Kyste simple
Nodule spongiforme
« White knight »*
2 Macrocalcifications Bénin =0 3%
isolées
Thyroidite subaigue
typique
Amas isoéchogénes
confluents
Aucun des 5 signes Tres
3 forts™* probablement 0.25 60 %
Isoéchogéne ou benin
Hyperéchogéne
Aucun des 5 signes
4A forts™ Faible suspicion 6 33 %
Modérément de malignité
hypoéchogene
4B 1 ou 2 signe fort(s)** | Forte suspicion 69 3,5 %
Pas d’adénopathie de malignite
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3 a 5 signes forts*™ + Pratiquement
5 adénopathie(s) certainement ~100 0.5 %

malin

* Plage hyperéchogéne circonscrite au sein d’'une thyroidite auto-immune
** Les 5 signes échographiques forts retenus comme suspects de malignité sont les
suivants :
- Plus épais que large
- Contours irréguliers
- Microcalcifications
- Fortement hypoéchogéne
- Indice de rigidité éleve en élastographie
Le signe le plus péjoratif doit étre retenu pour la définition du nodule. Les figures 7, 8,

9 et 10 illustrent ce systéme de classification TI-RADS.

D’autres signes échographiques peuvent étre utilisés pour moduler I'estimation
du risque de malignité :

- lls diminuent le risque : existence d’'une composante kystique, d’'un halo
périphérique fin et continu,

- lls augmentent le risque : forme ronde, macrocalcifications périphériques
discontinues, vascularisation intra-nodulaire prédominante, adénopathie
suspecte dans le territoire de drainage.

L’élastométrie, qui apporte des informations quantitatives sur la rigidité du
nodule, mais dont la valeur diagnostique de malignité est controversée, n’est retenue
que dans le modéle frangais comme un signe de forte suspicion de malignité lorsque
l'indice de rigidité est élevé, et la vascularisation n’est plus prise en compte par la

plupart des systémes (75).

Un certain nombre de systémes de stratification du risque échographique de
malignité des nodules thyroidiens, qualitatifs ou quantitatifs, sont utilisés dans le
monde (le score britannique « U-score », le score quantitatif Coréen), sans qu'il n’y ait
de consensus sur un systéme unique. La sensibilité des différents systémes de
stratification du risque échographique pour le diagnostic de carcinome thyroidien varie

de 81 a 97 %, leur spécificité de 29 a 71 % et leurs valeurs prédictives positive et
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négative respectivement de 25 a 49 % et de 88 a 99%.

Les nouvelles

recommandations de 2015 de I’American Thyroid Association partagent de nombreux

points avec le score frangais, permettant une homogénéité dans I'évaluation du risque

échographique (Tableau 5).

Tableau 5 : Correspondance des systéemes de stratification du risque échographique :

recommandé par I'’ATA (Tableau) et le systéme TI-RADS francais (7)

Signification

échographique

Caractéristiques échographiques

Risque de
malignité (%)

A

N

- Microcalcifications

- Extension extra-thyroidienne

Bénin Kyste simple <1%
Tres Nodules spongiformes ou
probablement | partiellement kystiques, aucun des
(o)
bénin signes des catégories suivantes <3%
Nodule isoéchogene ou
hyperéchogéne, aux  contours
_ o)
Probablement réguliers, sans microcalcification, ni 5-10%
benin extension  extra-thyroidienne  ni
forme plus épaisse que large
Nodule hypoéchogéne, aux marges
floues sans microcalcification, ni
i 500
Intermediaire extension  extra-thyroidienne  ni 10-20 %
forme plus épaisse que large
Nodule hypoéchogéne avec un ou
plusieurs criteres :
- Plus épais que large
Fortement 70-90%
- Contours irréguliers
suspect

27

TI-RADS
2et3

TI-RADS
3

TI-RADS
4A

TI-RADS
4B et 5
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-

Figure 7 : Iconographie échographique Nodule TI-RADS 3 : coupes longitudinale (A)
et axiale (B): mixte, isoéchogéne dans sa portion solide, bords réguliers, forme

allongée. D’apres Russ G. (75)

Figure 8 : Iconographie échographique Nodule TI-RADS 4A : coupe longitudinale :

modérément hypoéchogene, bords réguliers, forme allongée. D’aprés Russ G. (75)



TOULLET Flora Introduction

Figure 9 : Iconographie échographique Nodule TI-RADS 4B : coupes longitudinale (A)

et axiale (B) : modérément hypoéchogéne, bords irréguliers. D’aprés Russ G. (75)

Figure 10 : Iconographie échographique : Nodule TI-RADS 5 : coupes longitudinales
(A) et axiale (B) : hypoéchogéne, forme irréguliere, aspect plus épais que large, bords
irréguliers et lobulés. Image d’élastographie (C) : nodule presque entiérement bleu,

traduisant sa rigidité élevée. D’aprés Russ G. (75)

C. L’examen cytologique du produit de cytoponction
thyroidienne

L’échographie permet de guider le geste de cytoponction a l'aiguille fine des

formations nodulaires ou ganglionnaires suspectes. La cytoponction thyroidienne a
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démontré son intérét dans la prise en charge des patients porteurs de nodules
thyroidiens. Ses indications découlent des caractéristiques échographiques du nodule
selon sa taille, et de I'analyse de I'ensemble des facteurs de risque de malignité
(Tableau 6).

Son objectif premier est d’identifier, parmi les nodules thyroidiens, ceux
correspondant a des cancers, justifiant une prise en charge thérapeutique adaptée.
Par ailleurs, Le second objectif est de définir, avant I'intervention, la nature et I'étendue

de la résection chirurgicale requise.

Tableau 6 : Indications de la cytoponction thyroidienne (7,17)

Echographiques (74) :

- Nodule de taille =2 20 mm en cas de score TI-RADS 3, ainsi que les kystes

simples en cas de signes compressifs
- Nodule de taille 2 10 mm en cas de score TI-RADS 4A, 4B ou 5
- Nodules de taille <10 mm en cas :

e De recherche de primitif d’'une métastase a distance ou en cas de
ganglion suspect (la ponction du ganglion avec dosage de la

thyroglobuline in situ sera systématique),
e De contexte a risque (Antécédents familiaux ou personnels a risque),
e De fixation en TEP-FDG,

e De nodule de score TI-RADS 4B ou 5 s'il est juxta-capsulaire, polaire

supérieur, suspect de multifocalité et parfois si 'age est < 40ans

Biologiques: Calcitonine basale élevée a 2 reprises

Autre situation : cytoponction antérieure non contributive (Bethesda I) ou « lésion

vésiculaire de signification indéterminée » (Bethesda Ill)

Les recommandations actuelles sur [I'évaluation cytologique des nodules
thyroidiens s’appuient sur les mises au point de comités d’experts réunis a Bethesda
(Etats-Unis) en octobre 2007, lors d’'une conférence conduite sous I'égide du National
Cancer Institute (76—78). La conférence de Bethesda qui en a découlé a défini une
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terminologie et des critéres morphologiques pour le diagnostic cytologique des Iésions

thyroidiennes, aboutissant a une classification en 6 catégories diagnostiques (78) :

Bethesda |: Prélévement non satisfaisant. Un prélevement est jugé non
représentatif lorsqu’il comporte moins de 5 ou 6 placards cellulaires (chacun
comportant plus de 10 cellules), ou lorsque les cellules étudiées sont mal
préservées.

Bethesda Il : Lésions bénignes. Cette catégorie diagnostique présente un faible
risque de malignité (évalué a moins de 3 %), elle comprend en particulier les
lésions hyperplasiques d’un goitre nodulaire et les lésions de thyroidite
chronique.

Bethesda lll : Lésions vésiculaires de signification indéterminée, ou atypies de
signification indéterminée. Les Iésions comportent certaines anomalies
architecturales et/ou cytologiques ne permettant pas de les classer en lésions
bénignes, mais celles-ci restent insuffisantes pour porter le diagnostic de
néoplasmes vésiculaires ou de suspicion de malignité. Dans cette catégorie, le
risque de malignité est évalué entre 5 et 15 %.

Bethesda IV : Tumeurs ou néoplasmes vésiculaires. Dans cette catégorie, le
risque de malignité est faible ou modére, évalué entre 15 et 30 %. La cytologie
ne permet pas de distinguer formellement les tumeurs vésiculaires bénignes
des tumeurs vésiculaires malignes, le diagnostic de malignité d’'une tumeur
vésiculaire reposant sur la présence d’'un franchissement capsulaire complet
et/ou d’'une invasion vasculaire, éléments dont la mise en évidence nécessite
une étude histopathologique conventionnelle. La mise en évidence de cellules
de Hurthle est courante dans ces néoplasmes vésiculaires. Elles peuvent étre
réactionnelles ou en rapport avec des néoplasmes thyroidiens a cellules
oncocytaires majoritaires (adénome oncocytaire, carcinome vésiculaire a
cellules oncocytaires, variantes de carcinome papillaire et de carcinome
médullaire).

Bethesda V : Lésions suspectes de malignité. Le risque de malignité est évalué
entre 60 et 75 %, mais ne préjuge pas sa nature (carcinome papillaire,
médullaire, peu différencié ou anaplasique, lymphome ou métastase).
Bethesda VI : Lésions malignes : le risque de malignité est évalué entre 97 et
99 %.
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L'utilisation de la classification de Bethesda, permettant une présentation
analogue des reésultats, est actuellement recommandée par I'’American Thyroid
Association (ATA), et en France par la Société Francaise d’Endocrinologie (SFE), par
la Haute Autorité de Santé (HAS) et par la Société Francgaise de Cytologie Clinique
(SFCC) (17,79,80), et une révision de cette classification est en cours d’élaboration.
Chaque catégorie est associée a un risque de malignité croissant (81), conduisant a
des recommandations de prise en charge pour le clinicien, qui restent néanmoins
largement discutées. Le tableau 7 résume les différentes catégories de la classification

de Bethesda et le risque de malignité associé.

Tableau 7 : La classification de Bethesda : risque de malignité selon le résultat
cytologique. D’aprés Cibas et Coll., Thyroid, 2009 (81)

Catégories diagnostiques selon Risque de % des nodules
Bethesda malignité (%) ponctionnés
| Non satisfaisante pour le Non évalué 3-20 %
diagnostic
| Bénigne 0-3 % 60-70 %
]l Atypies (ou Iésion folliculaire) 5-15 % 3-6 %

de signification indéterminée

v Suspicion de néoplasme 15-30 % 6-11 %
folliculaire

\' Suspecte de malignité 60-75 % 5-8 %

VI Maligne 97-99 % 3-7 %

Les performances de la cytoponction thyroidienne sont variables selon les
études, en particulier du fait d’une variabilit¢ de classifications et de méthodes
d’analyse utilisées. La sensibilité de la cytoponction thyroidienne pour le diagnostic de

malignité a été évaluée dans les études entre 84,6 et 97,7 %, sa spécificité entre 51,1
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et 87,8 %, sa valeur prédictive positive entre 37,7 et 77,4 %, et sa valeur prédictive
négative entre 93,4 et 97,4 % (82,83).

Aux variabilités de performance de la cytoponction s’ajoutent des limites a la

classification de Bethesda pour la prise en charge clinique du patient :

Un certain nombre de cytologies sont ininterprétables (3-20 % des cas), lorsqu’il
n'est pas observé de cellules, ou que les étalements comportent moins de 5
amas. Dans ces conditions I'examen doit étre répété dans les semaines qui
suivent, idéalement par un opérateur expérimenté. Pour un petit pourcentage
de nodules, il sera impossible d’obtenir un matériel cellulaire identifiable, malgré
les cytoponctions répétées, en particulier lors de |ésions calcifiées ou fibreuses,
de cytoponctions hémorragiques, de Iésions nodulaires volumineuses avec
hypervascularisation périphérique,

Les cytologies dites « indéterminées » représentées par les catégories Il
« atypies ou lésions folliculaires de signification indéterminée », IV « suspicion
de néoplasme folliculaire » et V « suspecte de malignité », représentant 15 a
30 % de I'ensemble des cytoponctions, rendent compte de la difficulté pour le
cytologiste de pouvoir classer certains nodules dans les catégories Il (bénin) et
VI (malin).

La détection insuffisante des cancers au sein de ces catégories peut étre a l'origine

de chirurgie inutile, avec le risque et le colt que cela représente.

Enfin I'existence de faux négatifs de la cytoponction, estimés a 5 % par
I’American Thyroid Association en 2015 (7) (valeur recommandée de moins de
3% pour une équipe avec une bonne expertise de I'échographie et de la
cytologie) dans la catégorie Bethesda Il (nodules considérés comme bénins par
le cytologiste), peut étre a I'origine d’'un délai diagnostique et de prise en charge,
et donc d’un risque de progression de la maladie dans l'intervalle. Une étude
récente a toutefois montré que le risque de malignité reste faible pour des

nodules initialement bénins bien explorés (84).
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D. L’évaluation scintigraphique

L'exploration scintigraphique constituait, avant I'avenement de I'échographie
cervicale, I'évaluation initiale de toute formation nodulaire thyroidienne, en distinguant
les nodules « chauds », captant les isotopes (lode 123 ordinairement, ou a défaut le
Technétium, moins couteux), en principe plutét bien différenciés et bénins mais a
risque de devenir hyperfonctionnels et donc responsable d’hyperthyroidie, des nodules
« froids », hypofixants, moins différenciés, et dont 3 a 15% correspondent a des
cancers.

Actuellement, la scintigraphie thyroidienne est indiquée dans I'exploration d’un
nodule en cas de TSH basse. Moins discriminante pour la reconnaissance des cancers
que l'évaluation échographique associée a la ponction pour étude cytologique (des
foyers cancéreux peuvent exister au sein de nodules captants), et légérement
irradiante, la scintigraphie n’est plus recommandée en premiére intention. Elle apparait
néanmoins utile lorsque, a plusieurs reprises, linsuffisance de cellularité dans le
produit de cytoponction est a 'origine de résultats ininterprétables (cytologie de classe
| de Bethesda). Elle pourrait étre utile en seconde intention lorsque les nodules
thyroidiens apparaissent difficilement accessibles a I'évaluation échographique (sujets
ageés ou volteés, nodules plongeant en arriére du sternum), ou lorsque des troubles de
’hémostase contre-indiquent I'évaluation cytologique.

Dans les cas de cytologies indéterminées (Bethesda Il et IV en particulier), il
peut étre proposé de rechercher des arguments supplémentaires en faveur de la
malignité en explorant la cellularité nodulaire : le radiopharmaceutique utilisé est le
Methoxy-IsoButyl-**Tc, (MIBI-**™Tc), s’accumulant dans les mitochondries et en
particulier celle des thyrocytes. L'examen montre globalement une trés bonne
sensibilité pour prédire la malignité, mais souffre d’'un manque de spécificité, et les
critéres d’interprétation et de positivité varient selon les équipes, influengant les
valeurs prédictives positive et négative, ne permettant pas de le recommander en

premiére intention dans I'exploration des nodules thyroidiens (85).

La tomographie par émissions de positons utilisant le 18-fluoro-glucose (TEP-
18FDG), ou TEPscan, explore le métabolisme glucosé des organes. Elle n’est pas
recommandée dans I'évaluation initiale d’'un nodule thyroidien, mais une fixation

thyroidienne est fréquente chez les patients adressés pour un motif autre que
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thyroidien (1-2 %), la proportion de tumeurs malignes y restant faible (environ
1/3) (86—88). En cas de fixation focale localisée au niveau d’'un nodule thyroidien, le
risque de malignité atteint 14 a 68.8 % en fonction des séries (34,8 % dans une large
méta-analyse (86)), avec une SUV (unité quantifiant le glucose consommeé par le tissu
tumoral, exprimé en mg/mn pour 100g de tumeur) moyenne supérieure en cas de
nodule malin par rapport aux nodules bénins (6,9 contre 4,8, p<0,001). La fixation du
BFDG par les nodules ne présume pas de leur nature, ces derniers correspondant
essentiellement a des cancers papillaires, plus rarement folliculaires, a des
meétastases de cancers solides, ou a des lymphomes malins non hodgkiniens. Dans le
travail de Vriens et al. une fixation du '®FDG suggére la malignité avec une valeur
prédictive positive de 39 % et une valeur prédictive négative de 96 % en cas d’absence
de fixation (89). Plus récemment, dans une étude prospective portant sur 56 nodules
de cytologie indéterminée, I'analyse multivariée ne montrait pas de bénéfice apporté
au diagnostic par I'association d’'une TEP au '®FDG a I'’échographie, et I'absence de
fixation n’excluait pas la malignité pour des nodules de taille inférieure a 15 mm (90),
remettant en question I'indication de la TEP au '®FDG dans I'exploration des nodules
de cytologie indéterminée.

Cependant, dans leur étude codlt-efficacité, Vriens et al. (91) montraient que
I'utilisation de la TEP au "8FDG afin de déterminer le caractére bénin ou malin de
nodules de cytologie indéterminée était plus rentable que la chirurgie et les méthodes
de biologie moléculaire, et permettait de diminuer de 47 % le nombre de chirurgies

inutiles.

D’aprés les recommandation de I'ATA, tout nodule de plus de 10 mm fixant le ®FDG
doit, du fait de 'augmentation du risque de malignité de ce dernier, étre soumis a une

échographie couplée a une cytoponction (7).
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IV. Place de la recherche de la mutation BRAFV¢°E dans la
stratégie de prise en charge des nodules thyroidiens

L'existence de catégories cytologiques « indéterminées » et de faux-négatifs de la
cytoponction entraine des incertitudes diagnostiques qui incitent a développer d’autres
techniques plus performantes, mais aussi aisément utilisables en pratique clinique et
d’'un codt raisonnable, afin de guider la prise en charge des patients concernés. Des
techniques complémentaires immunohistochimiques ont été proposées afin de mieux
classer ces lésions en bénignes ou malignes. Plusieurs marqueurs ont été testés :
galectine 3, cytokératine 19, HBME1, thyroperoxydase, DAPIV, etc., dont I'utilisation
est controversée en raison des difficultés de leur mise en ceuvre, de leurs codts, de

leur imparfaite sensibilité et spécificité (92,93).

Beaucoup d’espoirs ont été placés dans la biologie moléculaire. En effet, les
mécanismes moléculaires perturbant les voies de signalisation dans la tumorigénése
thyroidienne, et en particulier celle des MAPK impliquée dans le CPT, sont mieux
connus, cela grace au développement des technologies de séquencage a haut débit.
D’aprés I'ATA, la biologie moléculaire a deux principaux objectifs : le principal est
diagnostique, le second pronostique (7). Actuellement, en absence d’impact significatif
démontré sur la prise en charge des patients, ses recommandations se limitent a
I'utilisation de la biologie moléculaire lorsqu‘elle est possible, dans les centres en ayant

I'expertise.
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Figure 11: Place des différents outils diagnostiques en pathologie nodulaire

thyroidienne

A. Intérét diagnostique

Sur le plan pratique, il est actuellement possible, a partir du matériel de
cytoponction thyroidienne, en utilisant le liquide de ringage de l'aiguille fine ou via un
prélevement dédié pour la biologie moléculaire, d'obtenir, avec un trés bon taux de
succes, les petites quantités d’ADN et /ou d’ARN nécessaires afin d’étudier
respectivement les mutations ponctuelles de différents génes et/ou les
réarrangements chromosomiques et les anomalies d’expression de genes ou de petits
ARN (94).

En particulier, I'application de la recherche de la mutation BRAFVY8%E  anomalie
moléculaire la plus fréquente au sein des CPT, au produit de cytoponction
thyroidienne, a été initialement décrite par Cohen et al. (48). Avec une concordance
de 94 % entre la recherche de la mutation effectuée sur produit de cytoponction et
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celle sur piece opératoire, ils démontraient la fiabilité de la recherche de cette anomalie
moléculaire sur produit de cytoponction. Plusieurs auteurs se sont ensuite intéresseés
a l'intérét diagnostique et pronostique de la mutation BRAFVY6%°E dans le produit de
cytoponction, utilisant des techniques de détection parfois variables mais de
performances diagnostiques similaires (95).

Jo et al, en 2009, ont notamment évalué de fagon prospective l'impact
diagnostique de la recherche de la mutation BRAFV8E par pyroséquencgage sur
produit de cytoponction : 30 prélevements parmi les 40 se révélant étre des CPT
présentaient la mutation, lui conférant une sensibilité diagnostique de 75 %, et une
valeur prédictive positive de 100 % (96). Nikiforova et al. ont repris les résultats de la
recherche de la mutation BRAFV69°E seule sur produit de cytoponction de 9 études
prospectives et 7 études rétrospectives, et 2 études portant sur des pieces opératoires,
menées entre 2004 et 2009 (37). Parmi les 2766 prélevements analysés, les 450
recherches de mutations de BRAFVY%°F revenues positives sur produit de cytoponction
se sont révélées étre des CPT, confirmant sa haute spécificité. Par ailleurs, 15 a 39 %
de ces prélévements provenaient de cytoponctions indéterminées ou non
contributives, démontrant lintérét diagnostique de la recherche de la mutation
BRAFV69E dans les cytoponctions ne permettant pas de conclure sur le caractére
malin ou non du nodule. De plus certains prélevements cytologiques initialement
considérés comme bénins présentaient une mutation BRAFV600E et se révélaient
finalement étre des CPT, soulevant ainsi un intérét dans le redressement diagnostic

des faux négatifs de la cytoponction (97,98).

B. Intérét pronostique

Au-dela de son intérét diagnostique, la présence de la mutation du gene BRAF
au sein d'un CPT est associée a des critéres clinico-pathologiques de mauvais
pronostic, tels que le sexe masculin, la taille tumorale, une histologie plus agressive
(cellules hautes), 'absence de capsule tumorale, la présence d’'une extension extra-
thyroidienne, un stade TNM plus avancé au diagnostic, et/ou des métastases
ganglionnaires (45). Cette valeur pronostique péjorative est étayée par plusieurs méta-
analyses (99-101). Dans une large série de 356 patients, Prescott et al. démontraient

que la mutation du géne BRAF possédait une valeur spécifique péjorative
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supplémentaire par rapport aux systémes conventionnellement utilisé pour I'évaluation
du risque de récidive (stade TNM, évaluation selon I'ATA, score MACIS) (102). Une
association entre le risque de mortalité et la présence de la mutation BRAFV600E g été
observée, mais celle-ci étant fréequemment dépendante des facteurs pronostiques
classiques que sont I'extension extra-thyroidienne ou les métastases ganglionnaires
et a distance, et la mortalité globale des patients porteurs d’'un CPT étant faible, celle-
ci n’est pas démontrée (103).

La présence d’'une mutation du géne BRAF est également associée a un plus
grand risque de maladie résiduelle, a une diminution de l'affinité pour 'iode et a une
plus grande fréquence de résistance au traitement par iode radioactif (99—101). Ainsi,
la mutation du géne BRAF est observée avec une plus grande prévalence (78 a 95 %)
chez les patients porteurs d’'un cancer papillaire réfractaire a I'iode en comparaison a
celle décrite pour 'ensemble des cancers papillaires (45 %) (99). Plusieurs études ont
montré une diminution de I'expression du symporteur pour l'iode (NIS) et de son
transport a la membrane plasmique chez des patients porteurs de CPT muté BRAF
(104-107), pouvant expliquer cette perte de sensibilité a I'irathérapie. |l a été démontré
dans des modéles murins que la mutation BRAFV6%E supprime I'expression de génes
de différenciation thyroidienne comme le NIS ou la thyropéroxydase, inhibant ainsi la
captation et le métabolisme de l'iode, a l'origine d’une dédifférenciation tumorale et
d'une résistance a lirathérapie, tandis qu’'un traitement par inhibiteurs de MAPK
restaure ces propriétés (44). L'hypothése qui en découle est que l'avidité pour l'iode
est corrélée a l'activation de la voie des MAPK : L'expression des genes impliqués
dans la captation et le métabolisme de l'iode traduit la bonne différenciation tumorale.
En présence d’une mutation BRAFV6E  |a forte activation de la voie des MAPK est a
'origine d’une dédifférenciation tumorale, les génes impliqués dans ['utilisation de

I'iode sont réprimés, il en résulte une moindre réponse a l'irathérapie.

Bien que de nombreuses études s’accordent sur I'association de la mutation
BRAFV600E 3 de nombreux facteurs de mauvais pronostic et a un plus grand risque de
récidive (108), celles-ci sont pour la plupart rétrospectives et réalisées sur tissus
tumoraux.

Son identification en préopératoire, donc sans prise en compte des autres
facteurs clinicopathologiques, apparait insuffisante, lorsqu’elle est présente isolément,
pour impacter la stratification du risque (7). Elle peut cependant préciser I'évaluation
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du risque lorsque d’autres facteurs pronostiques lui sont associés. La mise en
évidence de mutations du promoteur du géne TERT (codant pour la télomérase
reverse transcriptase), ayant un réle dans I'immortalité cellulaire en maintenant la
longueur des téloméres a I'extrémité des chromosomes, apparait étre un élément
important dans le réle pronostic de la biologie moléculaire (109), et 'association d’'une
mutation de TERT a une mutation de BRAF (110), de RAS, voir a d’autres anomalies
activant la voie des MAPK (111) aggrave le pronostic. En particulier la survie sans
progression des patients présentant un CPT avec I'association de la mutation de TERT
a celle de BRAF était plus courte que celle des patients ne présentant que la mutation
BRAFV600E (110). Si ces résultats proviennent de travaux réalisés sur des tissus
tumoraux, les travaux récents de Nikiforov attestaient de la faisabilité de la détection
de la mutation de TERT par le séquengage de nouvelle génération sur produit de

cytoponction (112).

C. BRAF V%%°E dans les microcarcinomes papillaires

Dans le contexte actuel de sur-diagnostic de Iésions de bon pronostic, la stratégie
de prise en charge des microcarcinomes thyroidiens est trés discutée, et I'objectif est
de déterminer, parmi eux, ceux a risque de progression tumorale requérant un
traitement agressif. La prévalence de la mutation BRAFVY6E au sein de
microcarcinomes papillaires est de 30 a 67 % selon les études (113,114), celle-ci étant
fréquemment associée a des facteurs de mauvais pronostic que sont une extension
extra-thyroidienne, des métastases locorégionales et un stade TNM avancé.
Cependant, la présence de la mutation n’y préjuge pas du risque de progression
tumorale, ne permettant pas de dicter la prise en charge initiale. D’aprés Nikiforov, un
score incluant 3 caractéristiques histologiques (localisation tumorale superficielle,
multifocalité et présence de fibrose) et la mutation BRAFVY60E était prédictif d’'une
extension loco-régionale significative, comparé a la présence de la mutation ou des
caractéristiques histologiques seules (115). Cependant, ce score ne peut étre appliqué
gu’en postopératoire, et ne permet pas de définir la prise en charge préopératoire.
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V. Obijectif de notre travail

Dans le contexte récent des améliorations techniques et des connaissances des

anomalies moléculaires impliquées dans la tumorigénése thyroidienne, il existe une
place a définir pour la biologie moléculaire en pathologie nodulaire, et en particulier
pour guider la prise en charge des patients présentant un nodule de cytologie
indéterminée. La mutation BRAFY6%E est I'un des marqueurs diagnostiques et
pronostiques de CPT le mieux connu et le plus étudié a I'heure actuelle. Sa haute
prévalence et sa spécificité dans les CPT lui conferent un rble central dans la
pathogénie des CPT, suggérant sa potentielle utilité clinique.
Au CHRU de Lille, la recherche de la mutation BRAF sur les blocs inclus en paraffine
issus des tissus de tumeurs colorectales initialement, puis bronchiques et de
mélanomes, a visée pronostique et/ou thérapeutique, a ouvert la voie a la recherche
de la mutation sur produit de cytoponction thyroidienne en 2010. Décrite comme la
plus frequemment impliquée dans les CPT, sa spécificité pour le diagnostic de ces
derniers et la faisabilité satisfaisante de sa mise en ceuvre sur produit de cytoponction
thyroidienne dans la littérature, ont justifié la mise en place de la recherche de la
mutation V600E du géne BRAF sur le produit de cytoponction issu de nodules
thyroidiens posant des difficultés de prise en charge au CHRU de Lille.

A la lumiére des articles évoquant lintérét diagnostique de la mutation
BRAFV600E ' I'objectif de notre travail était, en premier lieu, de mettre en place la
recherche de cette anomalie moléculaire dans les produits de cytoponction
thyroidienne au CHRU de Lille. Dans un second temps, nous voulions étudier l'intérét
diagnostique de la recherche de la mutation BRAFV6%E dans notre population de

patients, et son réle dans la prise en charge en pratique courante lilloise.
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Matériels et méthodes

I. Type d’étude et population initiale

Notre étude a été réalisée rétrospectivement a partir des données issues du
logiciel DIAMIC répertoriant les patients ayant bénéficié de la recherche de la mutation
BRAFV69°E dans le produit de cytoponction thyroidienne, depuis son introduction au
CHRU de Lille en mars 2010 jusqu’en juillet 2016. Les critéres initialement retenus
pour poser l'indication d’effectuer une recherche de mutation BRAFY6%E dans le

produit de cytoponction étaient les suivants :

- Nodules thyroidiens pour lesquels une cytoponction était indiquée selon les
critéres définis par la Société Frangaise d’Endocrinologie (Tableau 6) (17).
- Ayant bénéficié d’une premiére cytoponction indéterminée (Bethesda I, IV ou
V).
En pratique, progressivement les indications de prélevements pour recherche de
mutation BRAFVY69°E ont dans les faits été élargis aux nodules posant des difficultés
diagnostiques et donc des difficultés de prise en charge thérapeutique, a la demande
de I'endocrinologue ou du chirurgien référent, indépendamment du résultat d’'une

éventuelle premiére analyse cytologique.

Chez les patients ayant bénéficié de deux recherches de la mutation BRAF en
raison d’'une premiére recherche rendue ininterprétable, et dont le deuxieme
prélevement permettait de statuer sur le statut mutationnel, seul ce deuxiéme

prélévement a été pris en compte.
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II. Méthodologie et recueil des informations

Pour chaque patient nous avons recueilli :

- Les paramétres cliniques que sont le sexe, 'dge au moment de I'exploration
moléculaire du nodule, les antécédents pertinents que sont une irradiation
cervicale ou une pathologie a risque de nodule ou de cancer thyroidien, la
symptomatologie en lien avec le nodule si elle était présente,

- Les caractéristiques paracliniques : échographiques, cytologiques, de biologie
moléculaire, scintigraphiques le cas échéant et enfin histologiques en cas de

prise en charge chirurgicale.

A. Les données cliniques

Les données cliniques ont été recherchées sur le logiciel SILLAGE et extraites
des documents de consultation médicale ou chirurgicale, des comptes rendus de
concertation pluridisciplinaires et des comptes rendus opératoires en cas de prise en

charge chirurgicale.

B. L’échographie cervicale

L'échographie cervicale dédiée a la pathologie nodulaire était réalisée par un
meédecin radiologue ou endocrinologue expérimenté, au moyen d’'une sonde linéaire
de haute fréquence (10-15 MHz), adaptée a I'exploration du parenchyme thyroidien
(une sonde convexe de plus basse fréquence pouvait étre une aide dans I'exploration
d’un goitre volumineux a extension endothoracique). Le compte rendu échographique
était accessible sur le logiciel SILLAGE et les iconographies et schémas de repérage
dans les documents de consultation. Le compte rendu standardisé selon les
recommandations issues du score TI-RADS comportait outre le motif et la technique

de I'examen :

- Le volume thyroidien, de chaque lobe, et de l'isthme en cas d’hypertrophie

a4
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- L’échogeénicité et la vascularisation du parenchyme
- La situation, taille, évolutivité le cas échéant et les caractéristiques du ou des
nodule(s) ponctionnés, avec leur catégorie d’évaluation TI-RADS 1 a 5.

- L’étude des aires ganglionnaire et la caractérisation des ganglions présents

C. La cytoponction

Le geste de cytoponction, guidé par I'échographie, était réalisé par un médecin
radiologue ou endocrinologue expérimenté (3 opérateurs différents) dans le service
d’Endocrinologie du CHRU de Lille, au moyen d’une aiguille de 23 gauges. Le nombre
de passages au sein du nodule était laissé a I'appréciation du préleveur. Deux a trois
prélevements par patient étaient réalisés, ce qui permettait une analyse cytologique

conventionnelle couplée a une étude en biologie moléculaire.

Le matériel recueilli pour I'analyse cytologique était utilisé pendant les premiéres
années de I'étude pour un étalement conventionnel, chassé puis étalé sur une lame
de verre. Les cellules étaient fixées par un séchage rapide a I'air. Le recueil en milieu
liquide (le produit de ponction étant préservé par le Cytolyt, méthode Thinprep), a été
utilisé pour les derniéres années de I'étude.

Le produit de ponction « dédiée » a I'’étude en biologie moléculaire était recueilli

dans une solution de conservation de 'ADN (RNA protect ou RNA later).

Associés a une fiche de renseignements cliniques dédiée a la cytoponction, les
tubes et les lames étaient adressés au centre de biologie et pathologie (CBP) par un

systéeme de Transport Automatique Léger (TAL).

1. Analyse cytologique

Les prélevements arrivant au CBP étaient adressés au laboratoire
d’anatomopathologie, les lames colorées par la méthode de May-Grunwald Giemsa et
les recueils en milieu liquide étalés en monocouche sur une lame et colorés par le

Papanicolaou.
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La lecture des lames était effectuée par un pathologiste et le compte rendu était
accessible sur le logiciel SILLAGE. |l comprenait les renseignements cliniques, le type
de matériel soumis (étalement conventionnel ou suspension cellulaire), la technique
utilisée (coloration), et les résultats, en particulier la qualité du prélévement, une
description cyto-pathologique et une conclusion diagnostique, la cytoponction étant

classée au sein des 6 catégories telles que décrites par la classification de Bethesda.

2. Analyse moléculaire

L’analyse moléculaire a initialement été réalisée a la lumiére du résultat de
'examen cytologique, soit uniquement en cas de cytologie indéterminée de classe llI,
IV ou V de Bethesda, avant d’étre élargie aux nodules posant des difficultés de prise

en charge.

e Extraction des acides nucléiques

Les tubes de cytoponction ont été cryopréservés (-80°C) dés leur arrivée au
laboratoire. Les acides nucléiques ont ensuite été extraits a I'aide des kits All prep
DNA/RNA micro® et QIAmpDNA micro® (Qiagen) selon les instructions du fabricant.
Une vérification de la qualité des matériels génétiques ainsi obtenus a été réalisée
pour chaque échantillon par RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction) en ciblant les transcrits des génes GAPDH et TG, qui sont respectivement
un géne domestique et un géne codant pour la thyroglobuline, marqueur des cellules
thyroidiennes folliculaires. LADN extrait était amplifié par PCR (Polymerase Chain

Reaction).

e Détection de la mutation dans le géne BRAF

La mutation BRAF 1799T>A (correspondant & BRAFV600E) g été recherchée par
pyroséquencage ou par SNaPshot®. Le pyroséquengage a progressivement été
remplacé par le SNaPshot® courant 2016, en raison de son utilisation en routine pour
les autres recherches moléculaires au CHRU et de la sensibilité accrue de cette

seconde technologie.
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Principe du pyroséquencage :

Il s’agit d’'un séquengage direct permettant de quantifier le taux d’alléles mutés.
Lors de la synthese du brin d’ADN, 'ADN polymérase incorpore un nucléotide a la fois,
selon un ordre préalablement défini, libérant un Pyrophosphate (PPi). Celui-ci est
transformé en ATP par 'ATP Sulfurylase en présence d’Adénosine Phospho Sulfate.
L’ATP est ensuite utilisée par la luciférase pour générer un signal lumineux, retranscrit
sous la forme d’un pic sur le pyrogramme. La hauteur des pics est proportionnelle a la

quantité de lumiére, elle-méme proportionnelle au nombre de nucléotides incorpores.

Principe du SNaPshot® :

Il s’agit d’'une technique d’extension d’amorces, permettant la détection d’un

variant connu, et donnant un résultat semi-quantitif. Le brin d’ADN a analyser est
hybridé a une amorce située en 5’ de la position de la mutation, en présence d’une
ADN polymérase dépourvue d’activité 3’-5’, et de didéoxynucléotides, chacun étant
marqué par un fluorophore différent. Lors de son incorporation par 'ADN polymérase,
le didéoxynucléotide, complémentaire de la base polymorphique a étudier, permet
larrét de I'extension d’amorce. Les produits d’extension sont ensuite soumis a une
migration sur gel d’électrophorése capillaire pour étre analysés. Pour un locus donné,
chaque alléle sera représenté sur I'éléctrophorégramme par un pic de couleur

différente.

Dans le cadre du pyroséquencage, le géne a été considéré comme muté lorsque
le signal correspondant a la mutation 1799T>A était supérieur a 10 %, et comme
sauvage lorsque le signal était inférieur a 5 % (traduisant le bruit de fond de la
technique) (Figure 12). Une confirmation par SNaPshot® a été réalisée pour
'ensemble des échantillons étudiés par pyroséquengage pour lesquels le signal
obtenu était entre 5 et 10 %, afin de lever l'incertitude. Dans le cadre du séquengage
par SNaPshot®, le géne BRAF a été considéré comme muté dés que le pic

correspondant a la mutation pouvait étre visualisé (Figure 13).
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Figure 12 : Résultats du pyroséquencage du gene BRAF chez deux patients :
Pyrogramme de la séquence nucléotidique non mutée (1) : le signal correspondant a

la mutation 1799T>A est de 2 %. Pyrogramme de la séquence nucléotidique mutée

(2) : le signal correspondant a la mutation 1799T>A est de 11,1 % (fléché).
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Figure 13 : Résultats du SNaPshot® chez un patient : Electrophorégramme de la

séquence nucléotidique mutée : présence du pic correspondant a la mutation
1799T>A.

Pour la suite des analyses, les résultats de biologie moléculaire ont été obtenus
grace au logiciel SILLAGE pour la plupart des échantillons. Une recherche sur le
logiciel DIAMIC a été nécessaire pour les prélevements les plus anciens. Diverses
informations, telles que la nature du prélévement, le contexte clinique, le résultat du
diagnostic cytologique de la cytoponction correspondante, et le résultat de la
recherche de la mutation du gene BRAF, avec en commentaire le détail de la mutation
lorsqu’elle était détectée (localisation sur la séquence nucléotidique et correspondance

sur la séquence protéique), étaient incluses dans les comptes rendus.
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[ll. Statistiques

Concernant la valeur diagnostique de la présence de la mutation BRAFV6%°E dans
les prélévements issus des nodules : afin de calculer la sensibilité (Se), la spécificité
(Sp), et les valeurs prédictives positive (VPP) et négative (VPN) de la présence de la
mutation BRAFY89°E dans les nodules thyroidiens, nous avons définis les vrais positif
(VP), les faux positifs (FP), les vrais négatifs (VN) et les faux négatifs (FN). La mise
en évidence de la mutation dans un nodule dont 'examen anatomopathologique
confirmait le diagnostic de malignité (CPT, CA, carcinome peu différencié, métastase
de cancer de primitif non thyroidien, CMT, carcinome vésiculaire) a été considérée
comme VP, tandis qu'elle a été considérée comme FP lorsque I'examen
anatomopathologique concluait en un nodule bénin. L’absence de mutation dans un
nodule dont 'examen anatomopathologique identifiait son caractere malin (CPT, CA,
carcinome peu différencié, CMT, métastase d’un cancer de primitif non thyroidien,
Carcinome vésiculaire) a été considéerée comme FN, tandis que son absence au sein
d’'un nodule dont I'examen anatomopathologique confirmait la bénignité était

considérée comme VN.

Les valeurs statistiques ont été calculées comme suit :
- Se: {VP/ (VP+FN)} x100
- Sp: {VN/ (VN+FP)} x100
- VPP : {VP/ (VP+FP)} x100
- VPN :{VN/ (VN+FN)} x100

Afin d’étudier I'association de la mutation BRAFVY6%E aux facteurs cliniques et
pronostiques, nous avons utilisé le test du Chi 2 (avec correction de Yates lorsque les
effectifs le nécessitaient, soit pour le sexe et les formes d’histologie agressive).

Pour la comparaison des moyennes, nous avons utilisé un test de Student.
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Résultats

Nous avons regu 166 demandes de recherches de la mutation BRAFV60E syr
matériel de cytoponction thyroidienne, répertoriées d’aprés le logiciel DIAMIC au
CHRU de Lille entre mars 2010 et juillet 2016, 143 recherches ont effectivement été

inclues, et ont été exclues 23 demandes :

- 5 patients étaient répertoriés a deux reprises dans le logiciel DIAMIC en
raison d’'une premiére recherche de mutation du géne BRAF non réalisable
du fait d’'un prélévement a- ou pauci-cellulaire. Seule la seconde recherche
mutationnelle, aboutissant a un résultat moléculaire, a donc été prise en

compte.

- 4 patients n’ont finalement pas bénéficié de I'analyse moléculaire : pour 3
d’entre eux celle-ci a été refusée du fait d’'une cytologie bénigne, dont 1 se
révélant finalement étre un CPT a I'examen anatomopathologique. Pour le

dernier patient, aucun tube n’a été recu au centre de biologie moléculaire.

- Pour 14 patients (parmi les 157 restant, soit 9 %) I'analyse moléculaire était
ininterprétable en raison d’une quantité d’ADN insuffisante. Pour 2 d’entre
eux I'examen cytologique était interprétable, 'un Bethesda Il n’a pas été
opéré, l'autre Bethesda 1V, s’est révélé étre un variant vésiculaire de CPT.
Parmi les 12 nodules dont 'examen cytologique était ininterprétable compte
tenu de la quantité insuffisante de matériel cellulaire, 6 n'ont pas été opére,
3 étaient bénins et 3 se sont révélés étre des carcinomes papillaires (1

microcarcinome papillaire et 2 variants vésiculaires de CPT).

Chaque recherche de mutation BRAFVY6E correspond donc a un patient différent.
Nous avons ainsi inclus 29 hommes et 114 femmes, soit un ratio homme/femme de 1:
4 (20 % d’hommes et 80 % de femmes). L'age moyen était de 48,5 ans (écart

type : +/- 17.3 ans, ages extrémes de 15 ans et 89 ans).
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La taille moyenne du nodule ponctionné était de 30,1 mm de plus grand axe a
'échographie (+/- 14 mm, tailles extrémes : 10 a 80 mm), pour deux patients il
s’agissait de la cytoponction d’'une adénopathie cervicale, dont la taille n’a pas été

prise en compte dans le calcul de la taille moyenne.
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. Répartitions échographique, cytologique et histologique des
nodules

A. Echographiques

Chaque patient a bénéficié d’'une échographie thyroidienne dédiée, permettant
la classification du nodule concerné par la ponction et par I'analyse moléculaire selon
le score TI-RADS :

1 nodule (0,7 %) était TI-RADS 2,

- 62 nodules (43,3 %) étaient TI-RADS 3,

- 22 nodules (15,4 %) étaient TI-RADS 4A,
- 32 nodules (22,4 %) étaient TI-RADS 4B,
- Et 26 nodules (18,2 %) étaient TI-RADS 5.

Figure 12 : Répartition échographique des nodules ponctionnés

TI-RADS 2
[ 07%

B. Cytologiques

Chaque patient a bénéficié d’'une cytoponction du nodule concerné pour analyse

cytologique, permettant leur classification selon les catégories Bethesda :
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- 33 nodules étaient bénins (Bethesda I, B-Il), soit 23 %,

- 32 nodules étaient malins (Bethesda VI, B-VI), soit 22 %,

- Et 71 nodules étaient de cytologie indéterminée (50 %), dont 7 nodules
Bethesda Il (B-lll), 40 nodules Bethesda IV (B-1V) et 24 nodules Bethesda
V (B-V),

- Enfin, pour 7 nodules (5 %) I'examen cytologique n’était pas contributif
(Bethesda I, B-I).

Figure 13 : Répartition cytologique des nodules selon la Classification de Bethesda

Les 58 nodules échographiquement suspects (TI-RADS 4B ou 5) se répartissaient,
selon leur cytologie, en 3 nodules Bethesda I, 5 nodules bénins (Bethesda Il), 21
nodules indéterminés (Bethesda lll, IV ou V) et 29 nodules malins (Bethesda VI) ;
tandis que les 85 nodules de score TI-RADS non ou peu suspects (2, 3 ou 4A) se
répartissaient en 4 nodules de cytologie non diagnostique (Bethesda 1), 28 nodules
bénins (Bethesda Il), 50 nodules indéterminés (Bethesda Ill, IV ou V) et 3 nodules
malins (Bethesda VI).
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C. Histologiques

Quatre-vingt-cing patients ont bénéficié d’'une prise en charge chirurgicale (soit
59 % des patients), 56 nodules étaient malins (soit 66 % des nodules opérés) et 29

nodules étaient bénins (soit 34 % des nodules opérés).

La taille moyenne des nodules malins était de 32,5 mm (+/- 17,3 mm), celle des
nodules bénins de 34,2 mm (+/- 12,1 mm), et cette différence n’était pas significative
(p=0,6).

Parmi les 56 nodules malins, 'examen anatomopathologique a identifié 44 CPT
(représentant 79 % des cancers), répartis en (Figure 14) :
- 14 CPT de forme classique (soit 32 % des CPT),
-1 microcarcinome (mCPT) (soit 2 % des CPT),
- 19 variants vésiculaires (soit 43 % des CPT),
- 6 CPT a cellules hautes (soit 14 % des CPT),
- 2 de sous-type sclérosant diffus (soit 4,5 % des CPT),
- et 2 avec présence de nécrose (soit 4,5 % des CPT).

Trois carcinomes anaplasiques (dont un présentant un contingent peu
différencié), et 1 carcinome peu différencié, présentant un contingent papillaire, leur
sont associés sous la terminologie de CPT et apparentés pour la suite de ce travail.

Les autres nodules malins se répartissaient en :

- 6 carcinomes vésiculaires,
- 1 carcinome médullaire thyroidien (CMT),

- Et une métastase d’un autre cancer (broncho-pulmonaire).
Seize patients (19 % des patients opérés) se sont vu diagnostiquer un ou
plusieurs foyers de microcarcinome de fagon fortuite sur la piéce de thyroidectomie

(distincts du nodule ponctionné), dont 10 en plus du foyer carcinomateux principal.

Cinquante-huit patients n'ont pas bénéficié d’'une prise en charge chirurgicale.
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Figure 14 : Répartition histologique des 85 nodules opérés (CMT : Carcinome
Médullaire  Thyroidien, CPT: Carcinome Papillaire Thyroidien, mCPT :

Microcarcinome Papillaire Thyroidien, Sclérosant diff : sous-type sclérosant diffus).

Carcinomes
Vésiculaires (6) Métastase autre

CMT (1) ,~cancer (1)

Carcinome Peu

différencié (1)
Carcinomes
Anaplasiques

(3)

Le tableau 8 indique les proportions de nodules malins selon le score échographique
TI-RADS et la catégorie Bethesda.
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Tableau 8 : Proportion des nodules d’histologie maligne parmi 'ensemble des nodules
ponctionnés et parmi les nodules opérés, par score TI-RADS et par catégorie
Bethesda.

% Malins/total

% Malins/opérés

(Effectifs) (Effectifs)
2 0 % (0/1) 0 % (0/0)
3 23 % (14/61) 48 % (14/29)
TI-RADS 4A 27 % (6/22) 55 % (6/11)
4B 50 % (16/32) 76 % (16/21)
5 77 % (20/26) 87 % (20/23)
I 14 % (1/7) 33 % (1/3)
Il 9 % (3/33) 38 % (3/8)
Bethesda 1] 14 % (1/7) 33 % (1/3)
\Y 23 % (9/40) 39 % (9/23)
\Y 63 % (15/24) 71 % (15/21)
VI 84 % (27/32) 100 % (27/27)

Cing patients dont I'analyse cytologique concluait a la malignité (Bethesda VI) n’ont
pas été opérés, 3 du fait de 'dge avancé et des comorbidités associées, I'un du fait de
la progression d’'une autre néoplasie, tandis qu’un patient a refusé la prise en charge

chirurgicale.
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Résultats de la recherche de mutation BRAFV®0E

La mutation BRAFV600E 3 été mise en évidence dans 17 prélévements sur les

143, soit une prévalence de 12% au sein de 'ensemble des nodules de notre série.

La mutation BRAFV69E était significativement associée a la malignité, tout
comme l'étaient un score TIRADS élevé (4B/5), et une classification Bethesda VI.
Aucune association entre la malignité et le sexe, 'dge ou a la taille du nodule n’a été

mise en évidence (tableau 9).

Tableau 9 : Comparaison des effectifs (et %) ou moyennes (et écart types) des facteurs

démographiques et des caractéristiques (échographiques, cytologiques et

moléculaire) des nodules en fonction de leur diagnostic histologique : Malin vs.
Bénin (S : significatif/ NS : Non Significatif):

" EULENE)] Bénins (29)
Sexe HIF 17/39 (30 %/70 %) | 6/23 (21 %/79 %) NS (p=0.34)
Age moyen en
annees (ecart 49.1 (+/-18.4) 48.2 (+/-15.1) NS (p=0.81)
type)
Taille moyenne du
nodule en mm 32.5 (+/-17.3) 34.2 (+/-12.1) NS (p=0.6)
(écart type)
TIRADS 4B/5 36 (64 %) 8 (28 %) S (p=0.001)
BETHESDA VI 27 (48 %) 0 S (p=6.10)
BRAFV600E 17 (30 %) 0 S (p=9.10)
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A. Selon TIRADS

La mutation BRAFV60E 3 été mise en évidence dans 4,8 % des nodules TI-
RADS 3 (3/62), 9,4 % des nodules TI-RADS 4B (3/32), et 42 % des nodules TI-
RADS 5 (11/26). Elle n’a été mise en évidence dans aucun des 32 nodules TI-RADS
4A, ni dans le nodule TI-RADS 2.

Ainsi, la prévalence de la mutation était de 24 % au sein des nodules de score
échographique suspect (14 nodules TI-RADS 4B ou 5 présentaient la mutation parmi
les 58 nodules), significativement plus élevée que parmi les nodules non ou peu
suspects au sein desquels elle était de 3,5 % (3 nodules TI-RADS 2, 3 ou 4A
présentaient la mutation parmi les 85 nodules) (p=0,0002) (tableau 10).

Par ailleurs, 82 % des prélévements mutés BRAFV600E (14/17) étaient issus de
nodules TI-RADS 4B ou 5.

Tableau 10 : Présence de la mutation BRAFV80E selon le score TI-RADS

Scores TI-RADS Effectif BRAFV600E
Effectif (%)
2 1 0 (0 %)
3 62 3 (4,8 %) 3 (3,5 %)
4A 22 0 (0 %) s
4B 32 3 (9,4 %) (p=0,0002)
5 26 11@2%) | 1424%)

B. Selon Bethesda

La présence de la mutation BRAFV60E dans chaque catégorie Bethesda est
détaillée dans le tableau 11.
Elle a été détectée dans 44 % des nodules de cytologie maligne, 4 % des nodules

de cytologies indéterminées (14 % des Bethesda Ill, 8 % des Bethesda V, non
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détectée dans les Bethesda 1V), et dans aucun nodule de cytologie bénigne ni de

cytologie non diagnostique.
Ainsi 82 % des mutations BRAFY60E (14 parmi les 17) étaient issues de nodules

Bethesda VI.

Tableau 11 : Présence de la mutation BRAFV6%E selon la cytologie

CYTOLOGIE Bethesda Effectif BRAFV6°E Effectif (%)
B-I 7 0 (0 %)
B-ll 33 0 (0 %)
B-lil 7 1(14 %)
B-IV 40 0 (0 %)
B-V 24 2 (8 %)
B-VI 32 14 (44 %)

Ainsi concernant les 17 nodules mutés BRAFV600E 11 étaient TI-RADS 5 et parmi
eux 10 étaient de cytologie maligne et 1 de cytologie indéterminée (Bethesda V). Trois
étaient TIRADS 4B, tous de cytologie maligne, et 3 étaient TIRADS 3 dont 2 de
cytologie indéterminée (Bethesda V et lll) et 1 de cytologie maligne (Figure 15).

TI-RADS 3 TH-RADS 48 TH-RADS 5
(3) (3) (11)

y J v \ v v
| sv | | sviy | [ swpg | B-VI (3]

Figure 15 : Description des nodules mutés BRAFV60E selon leur score TI-RADS et leur

catégorie Bethesda.
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C. Selon I’histologie

Parmi les 56 nodules malins a I'analyse histologique, 17 (soit 30 %) présentaient
la mutation BRAFV6%°E dans le produit de cytoponction.

Il s’agissait pour 14 d’entre eux de CPT (soit 32 % de I'ensemble des CPT) :

- 4 CPT de forme classique,
- 4 d’architecture vésiculaire,
- 5 a cellules hautes

- et 1 avec nécrose.

Les 3 autres prélévements mutés étaient issus de carcinomes anaplasiques, dont un
présentant un contingent peu différencié. La mutation était donc présente dans 35 %

(17/48) des CPT et apparentés (CA et carcinomes peu différenciés) de notre série.

La prévalence de la mutation parmi les CPT et apparentés d’histologie agressive
(CPT a cellules hautes, avec nécrose ou sclérosant diffus, CA et peu différenciés) était
de 64 % (9 parmi les 14), tandis qu’elle était de 24 % (8 parmi les 34) au sein des CPT
de bon pronostic (CPT classique, variant vésiculaire et microCPT), et cette différence
de prévalence était statistiquement significative (p=0,02). En particulier, la mutation a
été identifiée dans 100 % des CA (les 3 CA de notre série) et 83 % des CPT a cellules

hautes (5 parmi les 6).

La mutation BRAFY%E n’a été mise en évidence dans aucun des carcinomes
d’histologie autre que papillaire, a savoir les carcinomes vésiculaires, le CMT, et la
metastase de cancer broncho-pulmonaire ; et dans aucun nodule bénin. La présence

de la mutation en fonction du résultat histologique est décrite dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Présence de la mutation BRAFV8F selon I'histologie

Histologie BRAFV600E Effectif/Total (%)
CPT CPT classique 4/14 (28.5%)
CPT variant 4/19 (21%)
vésiculaire 14/44
microCPT 0/1 (0%) (32%) 17/48
CPT a Cellules hautes 5/6 (83%) (35%)
CPT avec Nécrose 1/2 (50%)
CPT sclérosant diffus 0/2 (0%)
Carcinome 3/3 (100%) 3/4
Anaplasique (75%)
Peu différencié 0/1 (0%)
Carcinome 0/6
vésiculaire 0
CMT 0/1
Métastase 0/1
Bénin 0/29

La figure 16 représente les résultats des analyses cytologiques, moléculaires et

histologiques des nodules opérés.
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Figure 16 : Répartition des nodules selon leur catégorie Bethesda (Cytologie), leur statut mutationnel (BRAF MT : muté BRAFV600E
ou WT : non muté), et leur histologie (CA : Carcinome Anaplasique, CMT : Carcinome Médullaire Thyroidien, CP cl: Carcinome
Papillaire classique, CP CH : a cellules hautes, CP nécrose : avec nécrose, CP sd : sclérosant diffus, CP vv : variant vésiculaire, CV :
Carcinome Vésiculaire, mCP : microcarcinome papillaire, Méta : métastase d’autre cancer, NO : Non Opéré, Peu Diff : Carcinome

peu différencié).

Cytologie [ 1:7 ] | 1:33 | | m:7 ] | IV ;40 | | V] I I vi:3z |
eear | wmrzo | [ owrer | [ mmio | wrems || || owrs | [ wmio || wriae | [ wmm2 || wiiz | [ mrie || owris |
Histologie | cPcl:1 | | CPww:l I | Bénins:2 ] | cPcl:2 | | CPww:l | | Chcl:4 I I Pl x4 | | Chcl: 2 |
| CPww:2 | | Ca:l || CPhsd: 1 I I CPCH:5 || miP:l |

CV:5 | CPw:? I Ianéfroserlll CPsd:l |

| Meta:l I I CPww:2 || CPCH:1 |

[oenmss | [ a2z | [ cowis |
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ll.  Valeur diagnostique de la présence de la mutation BRAFV°F

Pour attester de la valeur diagnostique de la mutation BRAFY6%E nous avons
comparé la recherche de la mutation au gold standard, a savoir le diagnostic
histologique. Les performances diagnostiques ont été évaluées uniquement au sein

des nodules opérés.

A. Dans I’ensemble des nodules opérés

La sensibilité de la recherche de la mutation BRAFVY8%E pour le diagnostic de
malignité dans I'ensemble de notre série était de 30 %, sa spécificité et sa VPP de
100 %, sa VPN de 43 % (Tableau 16).

B. Parmi les nodules de cytologie indéterminée (Bethesda lll, IV,
V)

Soixante-et-onze nodules présentaient un diagnostic cytologique indéterminé : 7
nodules Bethesda lll, 40 nodules Bethesda IV et 24 nodules Bethesda V. La mutation
BRAFV600E g été mise en évidence dans 4 % de I'ensemble de ces nodules

indéterminés (3/71), et dans 6.4 % des nodules opérés de cette catégorie (3/47).

Parmi les 47 nodules indéterminés opérés, 25 se sont révelés malins au diagnostic
histologique, répartis en :
- 11 variants vésiculaires de CPT, I'un Bethesda lll, 2 Bethesda IV et 8
Bethesda V,
- 5 carcinomes vesiculaires, tous Bethesda |V,
- 6 formes classiques de CPT (dont 2 Bethesda IV et 4 Bethesda V),
- 1 carcinome anaplasique, 1 CP sclérosant diffus et une métastase de cancer

bronchopulmonaire, tous Bethesda V.

Ainsi la proportion de variants vésiculaires de CPT et de carcinomes vésiculaires
parmi les nodules malins de cytologie indéterminée (Bethesda lll, IV ou V) était de
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64 % (soit 16 parmi les 25), significativement plus élevée que parmi les nodules malins
de cytologie Bethesda VI de 26 % (soit 7 parmi les 27) (p=0,006) (Figure 16). La
différence n’était pas significative entre les catégories Bethesda Ill ou IV d’'une part et
la catégorie Bethesda V d’autre part (80 % soit 8/10 au sein des nodules Bethesda |l
ou IV vs. 53 % soit 8/15 dans les Bethesda V, p=0,35).

La mutation BRAFV600E 3 été détectée chez 3 de ces 25 patients, soit une sensibilité
pour le diagnostic de malignité dans cette catégorie de nodules indéterminés de 12 %
(1C95% [2,55; 31,2]) (Tableau 13):

- Deux mutations BRAFV60E étajent issues de patients présentant un
diagnostic cytologique suspect de malignité (Bethesda V), I'examen
anatomopathologique de la piéce de thyroidectomie a confirmé un CPT
d’architecture vésiculaire pour I'un (initialement TI-RADS 3 a I'’échographie)
et un carcinome anaplasique avec contingent papillaire pour [l'autre
(initialement TI-RADS 5 a I'échographie).

- Une mutation BRAFV6%E g été mise en évidence chez un patient présentant
un diagnostic cytologique en faveur d’atypies de signification indéterminée
(Bethesda ll), I'examen anatomopathologique a confirmé un CPT

d’architecture vésiculaire (initialement TI-RADS 3 a I'’échographie).

- La mutation BRAFV600E n’g été détectée dans aucun des nodules Bethesda
V.

Tableau 13 : Sensibilité de la mutation BRAFVY69E pour le diagnostic de malignité par

catégorie de nodules indéterminés

Bethesda Bethesda lll Bethesda IV Bethesda V

n-1v-v
Se BRAFV600E | 12 9 (3/25) 100 % (1/1) Nulle 13 % (2/15)
1IC95% [2,55;31,2] | (faible effectif) (0/9) [1,66;40,46]
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La mutation BRAFV6E n’a pas été détectée dans les 16 autres nodules de
cytologie indéterminée (Bethesda lll, IV et V) se révélant étre des CPT. Elle n’a pas
non plus été détectée au sein des 22 nodules bénins, des 24 nodules non opéreés, de
la métastase de cancer broncho-pulmonaire, ni au sein des 5 carcinomes vésiculaires
(Tableau 14).

Tableau 14 : Mutation BRAFV69°E dans les nodules de cytologie indéterminée (llI-1V-V)

selon leur diagnostic histologique

Histologie Effectifs BRAFV600E Effectif (%)

MALINS 25 3 (12%)
CPT 18 2
CA 1 1
Peu différencié 0 0
Carcinome vésiculaire 5 0
CMT 0 0
Métastase autre cancer 1 0
BENINS 22 0
NON OPERES 24 0

C. Impact diagnostique de la mutation BRAFV6%°F

Les sensibilités de la mutation BRAFV6E seule pour le diagnostic de malignité au
sein de I'ensemble des nodules opérés, des nodules de cytologie maligne (Bethesda
VI), et des nodules de cytologie indéterminée (Bethesda Ill, IV ou V) étaient
respectivement de 30 % (IC95% [18.8;44.1]), 52 %( 1C95% [33,0; 70,7]), et 12 %
(1C95% [2,55;31,2]). La proportion de variants vésiculaires de CPT ou de carcinomes
vésiculaires parmi les nodules malins de ces catégories est plus importante au sein
des nodules de cytologie indéterminée (Bethesda lll, IV, V), catégorie ou la sensibilité

de la mutation BRAFY8%E pour le diagnostic de malignité est la plus faible (Tableau 15).
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Tableau 15 : Sensibilit¢ de la recherche de la mutation BRAFV6%E seule pour le

diagnostic de malignité, et proportion de variants vésiculaires de CPT (CPT vv) et de

carcinomes vésiculaires (CV) par catégorie.

Ensemble des Nodules Nodules Bethesda
nodules Bethesda VI H-1v-v
Se BRAFV600E 30 % (17/56) 52 % (14/27) 12 % (3/25)
1C95% [18.8;44.1] [33,0;70,7] [2,55;31,2]
% de CPT vv et 45 % (19/56) 26 % (7/27) 64 % (16/25)
de CV

Parmi les 56 cancers de notre série, 27 étaient issus de nodules identifiés
Bethesda VI a la cytoponction, soit une sensibilité de 'examen cytologique pour le
diagnostic de malignité de 48,2% (1C95% [34.7;62.0]) (Tableau 16).

Parmi les 17 prélévements mutés BRAFV600E 82 % étaient issus de nodules
préalablement identifiés Bethesda VI par l'analyse cytologique, dont la valeur
prédictive positive de malignité était de 100 % (IC95% [87.2;100]) (Tableau 16).

En combinant analyse cytologique et moléculaire, 30 patients ont bénéficié d’un
diagnostic de malignité préopératoire :
- 27 nodules Bethesda VI
- Et 3 nodules de cytologie indéterminée (Bethesda llI-IV-V) présentant la
mutation BRAFV600E,
Soit une sensibilité globale pour le diagnostic de malignité de 53,6%
(1C95% [39.7;67.0]). L'analyse moléculaire a donc augmenté la sensibilité

diagnostique de malignité de I'analyse cytologique de 5,4% (Tableau 16).

Par ailleurs, la mutation BRAFV6%°E n’a ¢été détectée dans aucun des 4 nodules
de diagnostic cytologique initial bénin (Bethesda IlI) ou non diagnostique (Bethesda 1)

se révélant étre des CPT a I'examen histologique.
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L'échographie permettait d'identifier comme suspects (TI-RADS 4B ou 5) 36 des
56 nodules se révélant étre des cancers a 'examen histologique, lui conférant une
sensibilité pour le diagnostic de malignité de 64.3% (1C95% [50.4;76.6]) (Tableau 16).

Prendre en compte les criteres échographiques (TI-RADS 4B ou 5) ou
cytologiques (Bethesda VI) permettait d'obtenir une sensibilité de 67.9% (1C95% [54;
79.7]) (Tableau 16). Y associer la détection de la mutation BRAF V6%°E n’a que peu
amélioré cette sensibilité diagnostique (71,4 %, 1C95%, soit une augmentation de
3,5 %) en permettant I'identification de 2 CPT de score échographique TI-RADS 3, I'un
classé Bethesda lll et 'autre Bethesda V en cytologie (Figure 15, Tableau 16). En effet,
88 % des prélévements positifs pour BRAFY6%E proviennent de nodules préalablement
identifiés comme malins par I'analyse cytologique (Bethesda VI) ou comme suspects
par I'évaluation échographique (TI-RADS 4B ou 5) (Figure 15).

A noter que [l'utilisation de I'association des critéres échographiques (TI-RADS
4B ou 5), cytologiques (Bethesda VI) et de biologie moléculaire diminue la spécificité
et la valeur prédictive de malignité en comparaison a l'analyse cytologique seule
(Tableau 16).
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Tableau 16:
cytologiques et de biologie moléculaire

Comparaison des performances diagnostiques

échographiques,

Se Sp VPP VPN Précision
1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95%
TIRADS 64.3% 72.4 81.8 51.2 67.1%
4BI5 | [50.4:76.6] | 155 8.87.3] |[67.3;91.8] |[35.1:67.1] |[56.0;76.9]
Bethesda | 48,2% 100% 100% 50% 65,9%
B-VI [34.7:62.0] | [88.1;100] | [87.2;100] | [36.6:63.4] | [54.8:75.8]
BRAFVEE | 309 100% 100% 43% 54,1%
[18.8:44.1] | [88.1;100] | [80.5;100] | [30.7;55.2] | [43.0:65.0]
B-Vietiou | 53,6% 100% 100% 52,7 69,4%
BRAFY™E | 1397.67.0] | [88.1:100] | [88.4:100] | [38.8:66.4] | [58.5:79.0]
B-Vietou | 67.9% 72.4% 82.6% 53.9% 69.4%
TIRADS [54:79.7] | [52.8:87.3] | [68.6:92.2] | [37.2:67.9] | [58,5:79.0]
4B/5
TIRADS 71,4% 72.4% 83, 3% 56,8% 71,8%
4BSetlou | 157 8:807) | [52.8:87.3] | [69,8:92,5] | [39,5:72,9] | [60,96:81,00]
B-VI et/ou
BRAFVGOOE
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IV. Mutation BRAFVE et éléments pronostiques

La mutation BRAFV600E 3 ¢té détectée dans 17 prélévements provenant de CPT
et apparentés confirmés par I'histologie, parmi les 48 de notre série, soit 35 %.
Il y avait significativement plus de formes histologiques agressives (Cellules hautes,
sclérosant diffus, avec nécrose, CA et carcinomes peu différenciés) parmi les CPT
présentant la mutation BRAFV6%E que parmi ceux ne présentant pas la mutation (53 %
vs. 16 %, p=0,02) (Tableau 17).

Concernant les facteurs influengant le pronostic des CPT, la mutation n’a pas été
associée au genre, a I'age supérieur a 45 ans, ni au statut ganglionnaire (NO/1 :
absence/ présence d’un envahissement ganglionnaire) (Tableau 17).

Si I'effectif restreint ne nous permettait pas une comparaison entre chaque stade
tumoral, nous avons pu noter, aprés regroupement des stades | et Il d’'une part, et Il
et IV d’autre part, une tendance a une proportion plus importante de stades lll et IV
dans le groupe de patients présentant la mutation, sans que cette différence ne soit

significative (Tableau 17).

La mutation BRAFV6%E n’a pas été mise en évidence au sein du microcarcinome

papillaire ponctionné de notre série.
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Tableau 17 : Eléments pronostiques des CPT et apparentés selon le statut BRAFV600E
(muté) vs. BRAFWT (non muté).

BRAFV600E  BRAF WT | Significativité
Effectif 17 31
Genre Masculin 3 (18%) 8 (26%) NS
Féminin 14 (82%) 23 (74%)
Age <45 6 (35%) 18 (58%) NS
=45 ans 11 (75%) 13 (42%)
N NO* 6 (35%) 18 (58%) NS
N1* 11 (65%) 13 (42%)
Stade TNM -1l 9 (53%) 24 (77%) NS
-1v 8 (47%) 7 (23%) 0,05<p<0,10
Non agressive
(CPT classique, 8(47%) 26 (84%)
mCPT, variant
L : S
vésiculaire)
Histologie , p=0.02
Agressive
(Cellules hautes,
nécrose, sclérose
9 (53% 5 (16%
diffuse, CA, peu (83%) (16%)
différencie)

*NO/1 : absence/ présence d’un envahissement ganglionnaire cervical
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Discussion

L'objectif principal de la mise en place de la recherche de mutation BRAFV600E
sur produit de cytoponction thyroidienne était d’améliorer les performances
diagnostiques de la cytoponction, notamment lorsque I'analyse cytologique était
indéterminée. L'analyse rétrospective systématique des résultats provenant des 143
nodules prélevés au CHRU de Lille entre mars 2010 et juillet 2016 pour la recherche
de la mutation BRAFV60E se sont révélés décevants. En effet, malgré sa haute valeur
prédictive positive de CPT, la mutation a été identifiée dans seulement 17
prélevements, soit 12 % des nodules de notre série. Plus particulierement, seulement
4 % (3/71) des nodules de cytologie indéterminée étaient porteurs de la mutation
(représentant 14 % des nodules Bethesda Ill et 8 % des nodules Bethesda V, tandis
gu’elle n’a pas été détectée dans les nodules Bethesda 1V). La sensibilité diagnostique
de ce test de biologie moléculaire, calculée au sein des nodules de cytologie
indéterminée ayant été opérés, étaitde 12 % (IC95% [2,55;31,2], 3 parmi les 25). Ainsi,
la détection de la mutation BRAFV®%E dans notre série a permis d’augmenter la
sensibilité du diagnostic de malignité de 5,4 % seulement par rapport a I'analyse
cytologique seule (Bethesda VI), passant de 48,2% (IC95% [34.7;62.0]) a
53.6 % (1C95%[37.9;67.0]) au sein des nodules opérés. La majorité des nodules mutés
BRAFV690E (88 %) présentaient préalablement un score échographique suspect ou un
résultat cytologique malin. Ces résultats ne nous permettent pas de définir une
catégorie de nodules au sein de laquelle la mutation BRAF serait pertinente sur le plan
diagnostique, qu’il s’agisse de leur classification Bethesda ou leur score TI-RADS.
Enfin la faible proportion de nodules présentant la mutation BRAF ne nous a pas

permis de lui justifier un intérét pronostique a I'échelle individuelle.
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Faible impact de la mutation BRAFV®°°E dans la stratégie de prise

en charge diagnostique

Exclusivement mise en évidence au sein de nodules corrspondant a des CPT et
des carcinomes apparentés (CA et carcinomes peu différenciés) dans notre série, la
prévalence de la mutation BRAFV600E y était de 35 %. Aucun des nodules bénins, ou
malins d’autre histologie, ne présentait la mutation BRAFV6%E  |e diagnostic de CPT
ou apparenté était donc certain en sa présence. Rapportée en moyenne de 45 % dans
la littérature (116), la prévalence de cette anomalie moléculaire au sein des CPT est
variable selon les études, en lien notamment avec la distribution histologique des CPT,
la mutation étant plus fréquente au sein de certains sous-types que sont les CPT a
cellules hautes et les CPT classiques, et beaucoup plus rare parmi les variants
vésiculaires. La prévalence de la mutation en Corée, ou plus de 95 % des nouveaux
diagnostics de cancer sont des CPT, et dont la majeure partie sont des sous-types
classiques (117), est plus élevée (52 a 87 %) (117,118) qu’aux Etats-Unis ou en Europe
(décrite entre 36 et 65 %) (48,98,119-121) (Annexe 1). La proportion élevée de
variants vésiculaires au sein des CPT de notre série (39 % des 48 CPT et apparentés)
y explique probablement la prévalence relativement faible de la mutation. Elle est
proche de celle rapportée par Salvatore et al. en 2004 (38 % des 69 CPT présentaient
la mutation), ou la proportion de variants vésiculaires était également élevée (32 %
des CPT) (119).

Les sensibilités de la mutation BRAFV60E seule pour le diagnostic de malignité
au sein de l'ensemble des nodules opérés, des nodules de cytologie maligne
(Bethesda VI), et des nodules de cytologie indéterminée (Bethesda lll, IV ou V) étaient
respectivement de 30 % (IC95% [18.8;44.1]), 52 % (IC95% [33,0; 70,7]), et 12 %
(1C95% [2,55;31,2]). Au sein des nodules indéterminés, elle était de 100 % parmi les
Bethesda IIl (mais sur un trés faible effectif, la mutation ayant était identifiée dans le
seul nodule se révélant étre un CPT parmi les 3 nodules opérés), de 13 % parmi les
Bethesda V (mutation identifiée dans 2 des 15 nodules malins), et nulle pour les
Bethesda IV (absente des 9 nodules malins dont 4 CPT).

Mise en évidence dans 82 % des cas dans des nodules préalablement identifiés

malins par le diagnostic cytologique (Bethesda VI), sa présence a augmenté la
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sensibilité diagnostique de I'examen cytologique de seulement 5,4 % en permettant la
détection de 3 carcinomes papillaires issus de nodules de cytologie indéterminée, dont
2 Bethesda V qui auraient probablement été opérés en l'absence d’analyse
moléculaire. En effet, les performances de l'analyse cytologique seule pour le
diagnostic de malignité étaient déja trés bonnes dans notre centre : permettant
d’identifier les nodules malins dans prés de la moitié des cas de notre série (27/56 soit
48 %), le pourcentage de malignité au sein de la catégorie de nodules Bethesda VI
opérés était de 100 %, et de 71 % au sein de la catégorie de nodules Bethesda V. Les
patients concernés par cette derniére catégorie bénéficient ainsi la plupart du temps
de la méme prise en charge qu’en cas de cytologie Bethesda VI, a savoir une
thyroidectomie totale pour analyse histologique associée a un geste ganglionnaire ; la
présence de la mutation n’a donc que peu d’'impact pour ces derniers.

L’identification de la mutation BRAFV%°E 3 ainsi modifié la prise en charge
pour un seul patient de notre série présentant un nodule de 38 mm, Bethesda lll au
diagnostic cytologique et de score échographique TI-RADS 3, se révélant étre un
variant vésiculaire de CPT a I'analyse histologique. L'analyse de biologie moléculaire
a permis de poser l'indication de prise en charge chirurgicale chez ce patient
initialement réticent, et de la lui faire accepter.

Une des explications possibles a cette faible proportion de la mutation BRAFV600E
parmi les nodules de cytologie indéterminée de notre travail, est la prépondérance de
nodules se révélant étre des carcinomes vésiculaires ou des variants vésiculaires de
CPT parmi les cancers de cette catégorie (16 parmi les 25 cancers, soit 64 %),
significativement plus importante que parmi les nodules malins Bethesda VI (7 parmi
les 27 cancers, soit 26 %). En effet, dans la littérature, la mutation BRAFV600E,
spécifique des CPT, est rapportée absente des carcinomes vésiculaires et de
prévalence plus faible au sein des variants vésiculaires de CPT (prés de 12 %) en
comparaison aux autres sous types de CPT (116), leur tumorigénése étant dépendante

d’autres anomalies moléculaires.

Par ailleurs, la mutation BRAFV600E n’g été détectée dans aucun des 4 CPT de
diagnostic cytologique initial bénin (Bethesda Il) ou non diagnostique (Bethesda ), ne

permettant donc pas de corriger le diagnostic cytologique.
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En 2005, en combinant les résultats de 5 études, Xing rapportait une sensibilité
diagnostique de malignité de la mutation parmi 69 nodules de cytologie indéterminée
de 17 % (116). Dans le travail monocentrique de Nikiforov en 2011, elle était de 14 %
parmi 121 nodules de cytologie indéterminée se révélant malins au diagnostic
histologique (36 % pour les nodules Bethesda V, 3 % pour les nodules Bethesda IV et
14 % pour les nodules Bethesda Ill) (122). Ces résultats suggéraient la sensibilité
insuffisante de la mutation afin de résoudre le dilemme diagnostique des cytologies
indéterminées. Deux larges méta-analyses récentes (123,124) ont confirmé ces
résultats avec pour la derniére, réalisée en 2015 et portant sur un ensemble d’environ
16 170 patients, une sensibilité diagnostique de la mutation sur produit de cytoponction
de 69 % dans les cytologies malignes et de 30 % dans les cytologies indéterminées,
soit quelque peu supérieure a celle rapportée dans notre série.

Plusieurs auteurs ont corrélé la présence de la mutation BRAFV69°E 3 |a catégorie
Bethesda du nodule afin d’étudier spécifiquement son apport diagnostique dans les
nodules cytologiguement indéterminés. Ohori et al. ont repris les résultats d’'une
grande partie d’entre elles entre 2009 et 2012 (125), montrant que la majorité des
nodules présentant la mutation étaient Bethesda VI (entre 43,5 et 87,5 %). De plus, il
existait une grande variabilité de distribution de la mutation parmi les différentes
catégories de nodules indéterminés (Bethesda lll, IV et V), avec, dans certaines
études, un taux de mutation BRAFVY800E gy sein des nodules Bethesda Il et IV trés
faible en comparaison aux nodules Bethesda V et VI, a 'origine d’'un moindre impact
diagnostique. C’est notamment le cas dans le travail de Zatelli et al. (98), ou parmi les
111 nodules de cytologie indéterminée, 11 présentaient la mutation, dont 10 Bethesda
V. Par ailleurs sa présence permettait de corriger le diagnostic dans 6 nodules
Bethesda Il, augmentant ainsi globalement la sensibilité diagnostique de I'analyse
cytologique de 22 %, mais de 9 % seulement en ne comptant comme indéterminés
que les nodules Bethesda Il et IV. Pour Marchetti et al. en 2009 (98,120,121), parmi
les 52 nodules de cytologie indéterminée, seuls des nodules Bethesda V présentaient
la mutation. De méme, dans une large étude prospective menée par Kim et al. en 2010
portant sur 961 patients dont 279 ont été opérés (126), la mutation BRAFV600E n’était
détectée qu’au sein de nodules Bethesda V parmi ceux de cytologie indéterminée.
Cependant elle permettait la correction du diagnostic pour 2 nodules de cytologie
bénigne et 7 d’analyse cytologique non diagnostique. Pour d’autres auteurs, la

mutation BRAF étant présente dans plus de 10 % des cas dans des nodules Bethesda
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Il ou IV, son apport diagnostique était alors jugé plus pertinent (47,125). Si la
prépondérance de carcinomes vésiculaires et de variants vésiculaires de CPT au sein
des catégories Bethesda lll et IV participe a la faible prévalence de la mutation dans
ces catégories, une variabilité dans I'application des critéres cytologiques du systéme
de Bethesda peut étre a I'origine des différences de distribution de la mutation selon
les catégories indéterminées entre les études. En particulier, la frontiére entre les
catégories lll et V d’'une part et IV et V d’autre part peut varier d’'un cytologiste a l'autre
et d’'un centre a 'autre. D’ou la nécessité d’interpréter la présence de la mutation en
fonction du risque de malignité associé a la catégorie cytologique, celle-ci étant
d’autant plus informative que la sensibilité diagnostique de I'analyse cytologique est
faible.

Parmi les 3 nodules de cytologie indéterminée présentant la mutation I'un
présentait un score échographique suspect (TI-RADS 5), tandis que 2 étaient TI-RADS
3, ne permettant donc pas de proposer une recherche de la mutation BRAFV600E chez
les seuls nodules cytologiqguement indéterminés mais échographiquement suspects.
Concernant I'ensemble des nodules mutés BRAFV6E  |leur majorité présentait un
score échographique suspect (14 nodules TI-RADS 4B ou 5, soit 82 % des 17 nodules
mutés), voire associé a une malignité quasi-certaine (11 nodules TI-RADS 5 soit 65 %
des 17 nodules mutés), la présence de la mutation n’y avait donc pas de réel intérét
diagnostique. Par ailleurs, la mutation n’a été détectée dans aucun nodule TI-
RADS 4A, qui sont les plus ambigus sur le plan échographique. Ces résultats ne
nous permettent donc pas de définir une catégorie TI-RADS dans laquelle la mutation

BRAFV690E gerait particulierement pertinente sur le plan diagnostique.

Intérét pronostique de la mutation BRAFV®°E |imité

Nous rapportons une répartition différente de la mutation BRAFV6%E selon le
sous-type histologique. En particulier, sa prévalence était la plus élevée au sein des
CPT a cellules hautes (83 % soit 5 parmi les 6), comme décrit dans la littérature (116),

traduisant le potentiel d’agressivité associé a la mutation BRAFV600E,

7
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Ce facteur pronostique est étayé par la présence en plus grand nombre, et de fagon
significative (63 % vs. 16 %, p=0,02), de formes histologiques agressives (Cellules
hautes, sclérosant diffus, avec nécrose, CA et carcinomes peu différenciés) parmi les
CPT de notre série présentant la mutation BRAFV6%E  ainsi que par la tendance a une
association de sa présence avec un stade tumoral de moins bon pronostic (stades Il
et IV), sans que celle-ci ne soit significative (47 % vs. 23 %, 0,05<p<0,10). Cependant,
nous n'avons pas mis en évidence d’association de la mutation BRAFV60E 3 d’autres
facteurs pronostiques tels que le sexe, I'dge supérieur a 45 ans ou le statut
ganglionnaire dans notre série, sa faible sensibilité diagnostique y limitant I'exploration
de son réle pronostique.

La prévalence plus élevée de la mutation au sein des CPT d’histologie plus
agressive et en particulier des CPT a cellules hautes est décrite par de nombreux
auteurs et appuyée par plusieurs meéta-analyses (100,127). Par ailleurs, si de
nombreux travaux ont rapporté I'association de la mutation aux principaux facteurs de
mauvais pronostic des CPT que sont I'extension extra-thyroidienne, le statut
métastatique ganglionnaire, et le stade tumoral avancé (Stades Il et V)
(100,127,128), son association avec d’autres facteurs de mauvais pronostic comme le
sexe masculin décrite par Xu et al. (129), ou I'dge avancé rapportée par Nikiforova et
al.(49), est plus controversée. La mutation BRAFV600E g été mise en évidence dans
75 % des carcinomes anaplasiques ou peu différenciés avec contingent différencié
papillaire dans notre série (3 parmi les 4). Dans la série de Nikiforova, la mutation était
présente dans 42 % des cancers anaplasiques et peu différenciés avec contingent
papillaire, a la fois au sein du contingent bien différencié et au sein du contingent peu
différencié, signant son réle probable dans la progression tumorale vers ces

carcinomes de mauvais pronostic.

Ainsi, malgré sa grande spécificité, et si sa valeur prédictive positive permet
d’établir un diagnostic certain de CPT, 'absence de mutation ne permet pas de
I'exclure. De plus, la proportion de patients présentant un CPT correctement identifié
par la présence de la mutation BRAFV6E seule est faible, notamment au sein des
nodules de cytologie indéterminée. Cette faible prévalence la rend insuffisante a visée

diagnostique.
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Par ailleurs, elle ne peut pas étre utilisée comme marqueur pronostique a I'échelle
individuelle de fagon générale. En effet, bien que sa présence soit associée a certains
facteurs de pronostic péjoratif (histologie agressive, tendance a son association avec
un stade tumoral avancé), tous les carcinomes porteurs d’'une mutation BRAFVY600E
n‘ont pas systématiquement un plus mauvais pronostic. A l'inverse, I'absence de
détection de la mutation n’exclut pas le risque d’'une évolution péjorative.

Enfin, son caractére spécifique des CPT et apparentés et sa plus faible
prévalence au sein du sous-type de variant vésiculaires de CPT (130) sont un facteur
limitant le diagnostic de malignité des cancers thyroidiens non papillaires, notamment
des carcinomes vésiculaires, ainsi que des variants vésiculaires de CPT. Or, ce sont
justement souvent ces sous-types histologiques qui posent le plus de difficultés
d’évaluation échographique et cytologique. Dans notre travail, cela concernait 8
cancers non papillaires (soit 14% des cancers) dont 6 étaient de cytologie

indéterminée (Bethesda IV), et 15 variants vésiculaires de CPT.

Ces résultats plaident pour la nécessité d’utiliser un autre outil diagnostique
permettant de mieux définir la prise en charge, en particulier pour les nodules dont la
cytoponction donne un risque intermédiaire de malignité (entre 5 et 30%) : pour les
|ésions de significations indéterminées et les tumeurs folliculaires ou oncocytaires,
voire pour les nodules suspects de malignité (nhotamment dans les centres ou le risque
de malignité est inférieur a 70 % dans la catégorie Bethesda V) en établissant non
seulement un diagnostic certain de malignité pour les cancers, mais également en

affirmant la bénignité des autres nodules.

Limites de notre travail

Nous rapportons les résultats de la premiére utilisation de la biologie moléculaire
sur produit de cytoponction de nodule thyroidien au CHRU de Lille. L'objectif de ce
travail était premiérement de mettre au point la technique de recherche de la mutation
BRAFV600E et de s’assurer de sa faisabilité, et deuxiemement d’évaluer son intérét, en
deuxieéme intention, au sein des nodules de cytologie indéterminée. En pratique, la

recherche de mutation a finalement souvent été élargie, a la demande du praticien
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(endocrinologue, radiologue ou chirurgien), a d’autres nodules présentant des
caractéristiques problématiques, cliniques (en atteste la taille moyenne des nodules
élevée), échographiques ou pronostiques, et non de fagon systématique aprés
cytologie indéterminée. Ce mode d’inclusion est a l'origine d’un important biais de
sélection initial des nodules dans notre travail. Il est a 'origine de la proportion plus
importante de cancers parmi I'ensemble des nodules de notre série (39 %), en
comparaison au taux de 5 a 15 % habituellement rapporté dans la littérature,
notamment dans les catégories TI-RADS et Bethesda les moins suspectes.
Cependant, cette sélection initiale constitue également une force puisqu’elle nous a
permis d’évaluer 'intérét en pratique courante de la recherche de mutation BRAFV600E,
c'est-a-dire ce qu’elle apporte réellement au clinicien en difficulté afin de définir une
conduite a tenir au terme d’'une évaluation clinique, échographique et cytologique bien
menée. A noter que nous n‘avons pas pu évaluer I'apport de la recherche de la
mutation par rapport aux données scintigraphiques, un seul des patients de notre série
ayant bénéficié d'une scintigraphie au MIBI. Lintérét de la scintigraphie dans
'évaluation des nodules thyroidiens normofonctionnels devrait faire ['objet
prochainement d’un travail spécifique.

A ce biais initial s’ajoute le caractére rétrospectif de notre travail, impliquant que
la décision chirurgicale ait été prise devant un faisceau d’arguments, en tenant compte
du statut mutationnel du géne BRAF d’une part, mais également des facteurs que sont
le score échographique TI-RADS, la catégorie Bethesda, et le contexte clinique. I
existe donc un biais de sélection des nodules opérés, plus a risque de malignité, d’ou
une proportion de cancers importante parmi les nodules opérés (66 % de cancers et
34 % de nodules bénins, soit prés de deux fois plus de cancers), en comparaison a
celle rapportée en France a grande échelle, de 4 cancers opérés pour 5 nodules
bénins en 2010 (66) (Figure 17). Nos résultats traduisent une prise en charge adaptée
des nodules thyroidiens dans notre centre, résultant d’'une évaluation préopératoire
minutieuse et permettant d’aboutir a une faible proportion de thyroidectomies
diagnostiques (Figure 17).
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Figure 17 : Ratios de thyroidectomies pour cancer/nodule bénin en France en 2010 :
variant de 0,4 a 2,2, plus le ratio est faible, plus les opérations pour nodules bénins
sont surreprésentées par rapport aux opérations de cancers. (Source : Cnamts 2010)
(66).

On trouve par ailleurs une bonne concordance des caractéristiques
démographiques des cancers de notre série avec celles rapportées en France (66) :
dans 70% des cas ce sont les femmes qui étaient concernées, a un age moyen de 49
ans, et les CPT représentaient 79 % de ces cancers.

Ce biais dans la sélection des nodules opérés explique également des taux de
cancer par catégorie Bethesda, calculés par rapport aux nodules opérés, élevés, et en
particulier supérieurs a ceux prédits par 'OMS dans les catégories a faible risque de
malignité (Bethesda Il et Ill), tandis qu’ils y sont concordants dans les catégories a
risque plus élevé (Bethesda IV, V et VI). Ce phénoméne est également observé au
sein des scores TI-RADS : les taux de cancers observés dans notre travail au sein des

scores TI-RADS non suspects (3 et 4A) sont bien supérieurs a ceux définis par le
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travail de G. Russ : 48 % parmi les nodules TI-RADS 3, et 55 % parmi les nodules TI-
RADS 4A, tandis que G. Russ évalue les risques de malignité dans ces catégories a
respectivement 0,25 % et 6 %. Par ailleurs la proportion de nodules opérés au sein de
ces catégories est plus faible qu’au sein des scores échographiques suspects (48 %
des nodules TI-RADS 3 et 4A et 76 % des nodules TI-RADS 4B et 5 ont été opérés).
En revanche, les taux de cancers parmi les nodules de scores échographiques
suspects (TI-RADS 4B et 5) sont concordants avec ceux rapportés par G. Russ (75) :
76% des nodules TI-RADS 4B opérés et 87% des nodules TI-RADS 5 opérés étaient
malins (3 nodules TI-RADS 5 n’ont pas été opérés), les risques de malignité définis
par G. Russ dans ces 2 catégories étant respectivement de 69 et 100 %, attestant de

la bonne valeur prédictive positive du score TI-RADS.

Par ailleurs, le caractére relativement récent de la mise en place de la recherche
de la mutation BRAFVY8%%E gy CHRU n’a pas permis le recul nécessaire au suivi des
patients afin d’évaluer la valeur pronostique de la mutation et ses conséquences a
moyen et long terme. C’est notamment le cas concernant le caractére iodo-réfractaire

des CPT présentant la mutation décrit dans la littérature, ou le risque de récidive.

Enfin, 9 % des recherches de la mutation BRAFV60E ge sont révélées
ininterprétables, concordant pour la plupart (86 %) avec une cytologie ininterprétable
en raison d’'une quantité de matériel cellulaire et génétique insuffisante. Par ailleurs
parmi 'ensemble des recherches de mutation BRAFY69°E possibles, 5 % des cytologies
etaient ininterprétables. Dans le travail de Kim et al. en 2010, mené sur une large
cohorte de 1074 patients, 4,5 % des recherches de la mutation étaient ininterprétables,
et 6,1 % des cytologies restaient ininterprétables malgré une quantité d’acide

nucléique suffisante pour la recherche de la mutation (126).

Vers un test diagnostique idéal

Plusieurs études ont exploré l'intérét de la recherche simultanée de plusieurs
événements moléculaires afin d’affirmer la malignité d’'un nodule (modéle du « rule-
in » pour les anglo-saxons). Un panel initial des 7 altérations les plus fréquentes
(mutations somatiques des oncogénes BRAF, KRAS, NRAS et HRAS et génes de
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fusion RET/PTC1, RET/PTC3 et PAX8/PPARy), sous le nom de ThyGenX, a
notamment été évalué sur une large population de 513 nodules (122). Les fortes VPP
de malignité dans les nodules de cytologie indéterminée Bethesda lll, IV et V,
respectivement de 88%, 87% et 95%, permettaient d’orienter raisonnablement les
patients concernés vers une prise en charge chirurgicale adaptée en cas de présence
d’anomalie moléculaire. Leur absence diminuait le risque de malignité a 6 % dans la
catégorie Bethesda lll, proche d'une cytologie bénigne, permettant une simple
surveillance échographique. Cependant ce risque de malignité restait significatif dans
les catégories Bethesda IV et V, a respectivement 14 % et 28 %, en I'absence de
mutation, ne permettant pas de rassurer le patient.

A I'opposé de cette stratégie visant a affirmer le caractére malin d’'un nodule, une
autre utilisation de la biologie moléculaire est a I'étude et consiste a éliminer la
malignité (modele du « rule out »), grace a une valeur prédictive négative élevée.
Celle-ci repose sur I'étude du profil d’expression d’'un ensemble de génes d’intérét. |l
peut alors s’agir de génes codant pour des protéines, analysés par des techniques de
puces a ADN (« microarray ») a partir de 'ARN extrait du matériel de cytoponction.
Une des premieres études basées sur le transcriptome a été publiée en 2012 aux Etat
Unis, définissant un profil d’expression de 167 génes classant les nodules en
«probablement bénin » ou « suspect » (131). Pour des nodules de risque initial de
malignité inférieur a 25%, soit Bethesda Il et IV, un résultat du test en faveur de la
bénignité permettait de réduire ce risque a moins de 6%, proche de celui d’'une
cytologie bénigne, permettant un suivi échographique de ces nodules et de surseoir a
la chirurgie. Mais en cas de nodule Bethesda V, catégorie au sein de laquelle le risque
de malignité initial était de 62 %, la VPN était sous optimale pour étre décisionnelle
(15 % de risque de malignité), soulignant la dépendance de ce paramétre au
pourcentage de cas malins au sein de la catégorie. Par ailleurs les faibles VPP de
malignité (38 % pour les nodules Bethesda lll, et 37 % pour les Bethesda 1V) de ce
test en cas de résultat « suspect » ne le rendaient pas informatif. Ce travail a conduit,
aux Etats Unis, au développement d’'une solution commerciale, Afirma®, pour laquelle
d’autres études ont confirmé ces performances diagnostiques en cas de résultat en
faveur de la bénignité chez des patients présentant des nodules classés Bethesda llI
ou IV, bien que la plupart de ces patients classés « bénins » n’étaient donc pas opéreés,
a l'origine d’'une incertitude sur la VPN (132,133). Cependant ces performances

diagnostiques étaient moins bonnes dans I'étude réalisée a la Mayo Clinic (VPP et
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spécificités plus faibles), dans laquelle le pourcentage de nodules prédits « bénins »
par le test moléculaire, parmi les 60 Bethesda Il et IV sélectionnés, était plus faible
(27 % vs. 41 % dans le travail initial d’Alexander et al. (131) (134). Cette étude
suggérait par ses résultats que la performance diagnostique du test dépendait de
I'expertise en amont de I'analyse cytologique, celui-ci étant moins intéressant en cas
de cytologie de meilleure qualité comme c’est le cas dans cette équipe trés spécialisée.
Afin d’améliorer les performances de cette solution, deux autres tests ont été
développés : Afirma MTC, analysant I'expression de génes du CMT, et Afirma BRAF,
détectant la mutation BRAFV60E Présentant tous deux une haute spécificité (135,136)
ils permettent d’affirmer le diagnostic de malignité, notamment en cas de résultat du
test Afirma simple « suspect », et pourraient étre utiles en cas de nodule Bethesda V,

dans lesquels le test Afirma simple n’est pas recommandé.

Ces premiers tests, limités par une faible VPP (Afirma), ou une faible VPN
(ThyGenX), illustrent la nécessité d’élaborer un test comportant a la fois une VPN
suffisante pour éliminer la malignité et une VPP élevée afin de décider

raisonnablement d’une prise en charge chirurgicale adaptée.

High NPV (-) ¢ High PPV (+)
s N

_____________
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Modified from Nishino M. Cancer Cytopathology 2015

Figure 18 : Le test moléculaire idéal pour les patients présentant des nodules de
cytologies indéterminées : hautes VPN et VPP. D’aprés Pr Nikiforova, IGR 2017, issu
de Nishino M. Cancer Cytopathology 2015 (136)
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Ce test moléculaire idéal semble étre accessible grace a la technique du
séquencage a haut débit de nouvelle génération (NGS, Next Generation Sequencing)
permettant depuis quelques années de rechercher de maniére simultanée et rentable
un large panel des anomalies moléculaires connues dans un type de cancer, cela par
'analyse du génome entier, de I'exome (régions codantes du génome) ou du
transcriptome (ensemble des ARN issus de la transcription du génome). Sa supériorité
en termes de sensibilité, colt et rapidité de rendu de résultat par rapport aux méthodes
antérieures d’analyse moléculaire sont aujourd’hui reconnues (137-139). Le travail
récent du consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas) (60), appliquant le NGS a
402 CPT, a permis d’étendre le champ des anomalies moléculaires connues dans les
CPT, diminuant ainsi la proportion de CPT sans anomalie moléculaire mise en
évidence de 25% a 3,5%.

L'intérét de son application au produit de cytoponction thyroidienne a également
été approuvé par plusieurs études, plus sensible que l'analyse séquentielle de
plusieurs anomalies moléculaires, nécessitant une quantité moindre d’acide
nucléiques, et permettant de réduire lincertitude diagnostique des nodules de
cytologie indéterminée (140-143).

A terme, les bénéfices attendus du NGS combiné aux marqueurs moléculaires
sont d’ordre

- Diagnostique, en particulier dans les nodules de cytologie indéterminée, afin
d’éviter les thyroidectomies diagnostiques,

- Pronostique, en identifiant les anomalies moléculaires associées a un
pronostic défavorable,

- Et prédictif de la réponse thérapeutique, en permettant la sélection des
agents thérapeutiques en fonction du profil moléculaire, en particulier pour
les patients présentant des formes réfractaires a l'iode radioactif et pour
lesquels les chimiothérapies sont peu efficaces, les thérapies ciblées

inhibant certains acteurs de la tumorigénése semblant prometteuses.

C’est notamment en utilisant le NGS que le Pr Nikiforov a développé une puce a
ADN évolutive, lui permettant d’ajouter, au fil de leur découverte, les derniéres
anomalies moléculaires identifiées dans les cancers thyroidiens. La performance
d’'une des dernieres versions de cette puce permettant le séquencage a haut débit
(ThyroSeq v2®), étudiant 13 génes (H-Ras, N-Ras, K-Ras, BRAF, AKT1, CTNNB1,
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GNAS, PIK3CA, PTEN, RET, TP53, TSHR, TERT) et 42 types différentes de génes
de fusion (issu des réarrangements chromosomiques de RET, PPARy, NTRK1,
NTRK3, BRAF et ALK), a été évalué sur produit de cytoponction de 143 nodules
classés Bethesda |V, avant prise en charge chirurgicale, et pour lesquels la prévalence
de la malignité était au final de 27% (112). La sensibilité de détection des cancers était
de 90% et la valeur prédictive négative de 96%. Le fait d’avoir augmenté de fagon
significative le nombre d’anomalie moléculaires recherchées par rapport a la version
précédente ne modifiait que peu la VPP (83% contre 86% (112). Suite aux travaux du
TCGA, le méme type d’approche a été réalisée sur 465 nodules classés Bethesda Il
par 'examen cytologique, en utilisant une version évolutive de la puce décrite
précédemment (ThyroSeq v2.1®). La sensibilité de la biologie moléculaire était de
90,9%, la spécificité de 91,8%, la VPN de 96,9% et la VPP de 76,9% (144).

Grace aux VPN et VPP élevées de cette puce a ADN, I'absence d’anomalie
moléculaire mise en évidence permet de conseiller raisonnablement une surveillance
échographique, tandis que la présence d’'une anomalie moléculaire, particulierement
celles présentant une forte spécificité, conduit vers une prise en charge chirurgicale

orientée.

Une autre stratégie a I'étude est celle de I'analyse de I'expression des microRNA
(ARN non traduits), développée via la solution commerciale ThyraMIR™ (étude de
I'expression de 10 miRNA). Des travaux récents ont notamment montré que
I'expression différentielle des microARN permettait de prédire dans 92% des cas la
nature bénigne ou maligne d’'un nodule thyroidien, et le fait de combiner ces données
au statut mutationnel permettait d’augmenter la performance diagnostique de chacun
(145).
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Obstacles a I’'application de la biologie moléculaire

En paralléle de ces bénéfices diagnostiques, pronostiques et thérapeutiques
attendus de la biologie moléculaire, il ne faut pas omettre les facteurs limitants que
sont la mise en place de ces nouvelles technologies, leur colt, et le délai de rendu de
leur résultat pour le patient. En effet, si plusieurs solutions commerciales de tests
moléculaires ont été développées, celles-ci n'ont pas été utilisées dans la pratique
quotidienne en Europe, et a fortiori en France, malgré leurs performances
diagnostiques, en partie parce que l'analyse séquentielle de différents marqueurs

moléculaires s’avere consommatrice en termes de co(t financier et de temps.

A titre d’exemple, concernant la recherche de la mutation BRAFV6%E seule sur
produit de cytoponction au CHRU de Lille, son co(t était identique a celui concernant
les coupes histologiques de mélanome, cancer broncho-pulmonaire et colorectal
(116,30 euros par patient, colt global prenant en compte les réactifs, le personnel, les
frais de structure, I'extraction, etc.). Cependant elle nécessitait une voie de traitement
différente de celle empruntée par les coupes histologiques, en particulier du fait d’'une
technique d’extraction d’ADN spécifique nécessitant un temps supplémentaire au
personnel. A cet obstacle matériel s’ajoutait 'impact thérapeutique certain dans ces
pathologies, contrairement aux cancers thyroidiens, justifiant la nécessité d’axer la
recherche de la mutation a leur profit : elle a concerné environ 2800 coupes paraffinées
en 2016 (1500 issues de cancers broncho-pulmonaires, 1100 issues de cancer
colorectal et 200 issues de mélanomes), nombre bien plus élevé que notre effectif de
143 analyses sur produit de cytoponction thyroidienne testées en 6 ans. La recherche
de la mutation BRAFV0E sur produit de cytoponction de nodule thyroidien a donc été
pour le moment interrompue au CHRU de Lille.

Deux études sont en cours en France, avec pour objectif de généraliser
I'utilisation de la biologie moléculaire : 'étude SWEETMAC visant a préciser son intérét
couplé a I'élastométrie pour des nodules de cytologie indéterminée avec indication
chirurgicale. La seconde étude, CITHY, européenne, a laquelle a participé le CHRU de

Lille, cherche a définir le profil d’expression génique permettant de classer les nodules.
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Les avantages en termes de sensibilité, de temps et de colt du NGS permettent
d’anticiper une meilleure prise en charge des nodules thyroidiens basée sur la biologie

moléculaire.
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Conclusion

La pathologie nodulaire thyroidienne constitue un véritable enjeu de santé
publique par sa fréquence de plus en plus élevée contrastant avec un risque de
malignité faible mais qui doit étre identifié.

La mise au point de la détection de la mutation BRAFY69E sur produit de
cytoponction a permis d’évaluer l'intérét de I'analyse moléculaire dans la stratégie
diagnostique en pathologie nodulaire thyroidienne au CHRU de Lille.

Cependant, son application en tant que marqueur moléculaire de malignité, en
particulier dans les nodules de diagnostic cytologique indéterminé, principale source
de difficultés diagnostiques, est décevante. L'intérét de la détection de la mutation
BRAFV69E ' bien que trés spécifique de CPT, est limitée par sa faible sensibilité
diagnostique, ne permettant pas de diminuer significativement [Iincertitude
diagnostique des nodules de cytologie indéterminée. Par ailleurs, bien qu’associée
aux types histologiques les plus agressifs, lintérét pronostique de la mutation
BRAFV600E egt insuffisant pour étre proposé a chaque patient, étant présente chez
moins d’un patient sur deux présentant un CPT et son absence n’ayant aucune valeur
diagnostique ni pronostique.

La proportion élevée de nodules malins parmi les nodules opérés dans notre
centre atteste de la bonne qualité de la stratégie diagnostique, reposant sur
'évaluation de la combinaison des caractéristiques cliniques, échographiques,
cytologique et de biologie moléculaire, sans que cette derniére n’ait fondamentalement
modifié la prise en charge.

Cependant le dilemme diagnostique des nodules de cytologie indéterminée
persiste, principal obstacle a la prise en charge adaptée des patients concernés. Dans
I'optique de diminuer cette incertitude diagnostique, d’autres tests moléculaires sont
en cours d’étude afin de sélectionner la méthode idéale qui permettra de proposer
d’'une part une simple surveillance en cas de risque de malignité faible, et d’autre part
une prise en charge chirurgicale lorsque la valeur prédictive de malignité le justifiera.
En particulier, le NGS, en permettant I'analyse simultanée d’'un grand nombre de
genes, est aujourd’hui I'outil diagnostique le plus prometteur. Il s’y ajoute un intérét
pronostique et thérapeutique, avec l'idée d’adapter la stratégie thérapeutique a

'analyse moléculaire de la cytoponction. Les résultats de son application clinique,
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attestant de fagon rétrospective de son intérét diagnostique dans les nodules

thyroidiens de cytologie indéterminée, pourraient justifier sa mise en place dans la

stratégie diagnostique au CHRU de Lille.
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Annexes

Annexe 1 : Revue de la littérature : Sensibilités de la mutation
BRAFV®°E pour le diagnostic de CPT et de malignité, dans
’ensemble des nodules et dans les nodules Bethesdal lll, IV et V, a

partir de 11 études parues entre 2004 et 2012.
Se BRAFV600E Bethesda llI-IV-

Se BRAFV600E Gjlobale

\')
Etude CPT (effectif Malignité CPT (effectif Malignité
total) (effectif total) total) (effectif total)
Cohen 2004 40% (55) 37% (59) 17% (29) 16% (32)
(48)
Xing 2004 50 % (17) 30 % (27) 29 % (7) 13 % (15)
(146)
Chung 2006 84 % (109) 82 % (122) 60 % (5) 38 % (8)
(118)
Marchetti 66% (90) 66% (90) 56 % (32) 56 % (32)
2009 (121)
Zatelli 2009 64% (75) 53% (90) 55 % (20) 31% (35)
(98)
Joe 2009 75 % (40) 73 % (41) 80 % (10) 73 % (11)
(154)
Kim 2010 83 % (263) 83% (264) 71 % (70) 68 % (74)
(126)
Girlando 2010 68 % (60) 68 % (60) 56 % (18) 56 % (18)
(120)
Yeo 2011 54 % (182) 54 % (184) 29 % (49) 26 % (53)
(147)
Lee 2011 90 % (194) 88 % (198) 85 % (66) 80 % (70)
(148)
Kang 2012 76 % (299) 75 % (304) 63 % (90) 60 % (95)
(149)
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Résumé :

Contexte : La prévalence grandissante des nodules thyroidiens, abondamment cliniquement
et échographiquement diagnostiqués contraste avec la faible proportion de cancers en leur
sein. L'enjeu en pathologie nodulaire thyroidienne est de résoudre le dilemme diagnostique
des nodules de cytologie indéterminée, afin de limiter le nombre de chirurgies diagnostiques.
La mutation hot spot BRAFV6E spécifique des carcinomes papillaires thyroidiens (CPT), est
la plus fréquente des anomalies moléculaires identifiées sur produit de cytoponction
thyroidienne. Le but de notre travail était de mettre au point la technique de détection de la
mutation BRAFV6%E sur produit de cytoponction et d’étudier son intérét dans I'évaluation
diagnostique des nodules thyroidiens au CHRU de Lille.

Méthode : Nous avons rétrospectivement répertorié les données cliniques, échographiques,
cytologiques, histologiques et de biologie moléculaire de 143 patients ayant bénéficié de la
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nodules Bethesda V, tandis qu’elle n’a été détectée dans aucun des nodules Bethesda V).
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opéreés, puis des nodules de cytologie indéterminée ayant été opéres, étaient respectivement
de 30 % (IC95% [18.8;44.1]) et de 12 % (IC95% [2,55; 31,2]), augmentant les performances
diagnostiques de I'examen cytologique dans notre série de 5,4 % seulement. Bien
gu’associée aux sous-types histologiques agressifs (53 % vs. 16 %, p=0,02), sa faible
prévalence ne nous a pas permis de lui justifier un intérét pronostique a I'’échelle individuelle.

Conclusion : Les résultats de I'application de la recherche de la mutation BRAFV6%E dans
notre centre sont décevants, sa faible sensibilité diagnostique ne permettant pas de lever de
facon significative l'incertitude diagnostique des nodules de cytologie indéterminée. D’autres
outils de biologie moléculaire, de développement plus récent, pourraient étre utilisés.
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