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Liste des abréviations

ACE : Antigéne carcino-embryonnaire
AIN : Néoplasie intra-épithéliale anale
ADN : Acide désoxyribonucléique
ARN : Acide ribonucléique

ASCH

: Atypical squamous cells cannot exclude high grade

ASCUS : Atypical squamous cells of undetermined significance
CDK : Kinases cyclines dépendantes
CIN : Néoplasie intra-épithéliale cervicale

dATP

: désoxy-adénide tri-phosphate
dGTP :
dNTP :
dUTP :
E6AP :

désoxy-guanine tri-phosphate
désoxyribonucléotide tri-phosphate
désoxy-uracile tri-phosphate
Protéine associée a E6

FCU : Frottis cervico-utérin

HE : Hématoxyline éosine

HES : Hématoxyline-éosine-safran

HPV : Papillomavirus humain

HPV BR : Papillomavirus humain de bas risque

HPV HR : Papillomavirus humain de haut risque

HPV RI : Papillomavirus humain de risque intermédiaire

ISSVD : International society for the Study of Vulvo-vaginal Diseases

LMIEBG : Lésion malpighienne intra-épithéliale de bas grade
LMIEHG : Lésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade
OMS : Organisation mondiale de la santé

PCR : Polymerase chain reaction

SSM : Superficial spreading melanoma

UDG : Uracil-DNA-Glycosylase

TPHA VDRL : Treponema pallidum hemagglutinations Assay Venereal disease research laboratory
VAIN :

Néoplasie intra-épithéliale vaginale

VHB : Virus de I'hépatite B

VHC : Virus de I'hépatite C

VIH : Virus de 'immunodéfience humaine
VIN : Néoplasie intra-épithéliale vulvaire
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Introduction

1. HPV

1.1. Taxonomie et structure

Les papillomavirus humains sont des petits virus a ADN, non enveloppés, a tropisme épithélial,
qui infectent spécifiquement les épithéliums malpighiens. lls appartiennent a la famille des
Papillomaviridae. lls ont une capside icosaédrique de 45 a 55 nm de diametre, formée de 72

capsomeres.

1.2. Génome viral

Le génome d’HPV est une molécule d’ADN bicaténaire circulaire d’environ 8 000 paires de bases.

Un seul des 2 brins est codant.

3 régions du génome viral sont individualisées (Figure 1) :
- une région précoce E (Early) codant pour des protéines non structurales, les protéines précoces E1 a
E8, impliquées dans la réplication, la transcription, la maturation du virion et la transformation
cellulaire.
- une région tardive L (Late) codant pour les protéines L1 et L2 formant la capside, déterminants
antigéniques spécifiques de genre (communs a tous les HPV) et de type.
- une région régulatrice LCR (Long Control Region), non codante, contenant les promoteurs des genes

précoces et des séquences intervenant dans la régulation de la réplication et de la transcription virale.
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LCR

E5

Figure 1. Génome du papillomavirus d’aprés ENS Lyon.

Les roles des principales protéines du virus sont résumés dans le tableau 1.

Protéines Roles

virales

E1l Réplication virale, maintien du génome sous forme épisomale

E2 Réplication virale, régulation négative de la transcription

E4 Encapsidation du génome, maturation des virions, interaction avec les ARN hélicases

E5 Interaction avec le récepteur de EGF, activation de PDGF, activité transformante

E6 Amplification des génomes viraux, liaison de la protéine p53 immortalisante et
transformante

E7 Amplification des génomes viraux, liaison de la protéine du rétinoblastome
immortalisante et transformante

L1 Protéine majeure de capside indispensable a la formation des particules virales

L2 Protéine mineure de capside

Tableau 1. Role des principales protéines du virus HPV.
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1.3. Classifications

1.3.1. Classification phylogénétique

Les papillomavirus sont classés en fonction de leur homologie de séquence nucléotidique du
géne L1 (Figure 3).!
- Un nouveau génotype est identifié lorsqu’il existe une homologie de moins de 90% dans la séquence
du gene L1 avec les génotypes déja décrits.
- Un nouveau sous-type est identifié lorsqu’il existe une homologie de séquence entre 90 et 98%. Il est
nommé a, b...
- Une différence de moins de 2% définit un variant.

Plus de 120 génotypes d’HPV ont été identifiés.?

1.3.2. Classification en fonction du tropisme tissulaire
Ils peuvent aussi étre classés en fonction de leur tropisme malpighien :
- HPV a tropisme cutané (HPV 1, 2, 3)
- HPV a tropisme muqueux. Une trentaine présente un tropisme génital (HPV 6, 11, 16). Ils sont alors

essentiellement transmis par voie sexuelle.

1.3.3. Classification en fonction du risque oncogénique

Cette classification épidémiologique est basée sur la fréquence des génotypes viraux retrouvés
dans les cancers du col de I'utérus.?
- HPV de bas risque (HPV BR) (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81).
- HPV de haut risque (HPV HR) (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82)

- HPV de risque intermédiaire (HPV RI) (26, 34, 53, 57, 66, 83) de potentiel oncogénique incertain
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1.4. Epidémiologie

Les principaux facteurs de risque d’une infection HPV ont été largement étudiés, les plus
grandes études concernant les lésions cervicales utérines. Ce sont :
-I'age jeune 20 a 29 ans
- le statut socio-économique bas
- le nombre de partenaires sexuels élevé et une activité sexuelle précoce.” L’ utilisation systématique du
préservatif ne protége que partiellement du risque de transmission.”
- le tabagisme®

- 'immunodépression par le VIH et les traitements immunosuppresseurs®

L'infection a HPV est ubiquitaire. L'HPV est largement répandu dans la population. Dans I'étude
de Sellors, la prévalence la plus élevée est observée dans le groupe des 20-24 ans (24%).’

La transmission des HPV muqueux se fait par contact direct ou indirect (par desquamation de
cellules infectées). La plupart du temps, l'infection a HPV est complétement asymptomatique et
transmise par des porteurs sains.

Le délai d’incubation est de 3 semaines a 1 mois.*°

La prévalence et la distribution des types d’HPV varient en fonction de I'dge et de la région

géographique.'

Les HPV BR sont responsables de Iésions bénignes comme les condylomes ou les verrues.

Les HPV HR sont susceptibles d’induire des cancers. L'infection persistante par un HPV HR est le
principal facteur de risque de lésion génitale de haut grade.™

Les génotypes rarement détectés dont on ne peut déterminer le potentiel oncogénique sont

classés en HPV RI.
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Données essentielles

Le papillomavirus présente un tropisme malpighien, cutané ou muqueux.

Un type d’HPV est défini par une homologie de séquence du géne L1 de plus de 90%.

Les HPV HR sont identifiés par leur potentiel oncogénique dans le cancer du col.

L'infection génitale a HPV atteint particulierement les femmes jeunes et est reliée a 'activité sexuelle.
Sa prévalence dans la population générale est tres élevée jusqu’a 24% a 20 ans.

La plupart du temps l'infection est asymptomatique.

1.5. Cycle de réplication

1.5.1. Inoculation

Les HPV se caractérisent par une spécificité d’hdte étroite et un tropisme exclusivement
épithélial. Par le biais de microlésions tissulaires, ils infectent spécifiquement les cellules de la couche
basale des épithéliums malpighiens. Les virions adhérent a ces cellules par I'intermédiaire des héparanes
sulfates. L'entrée du virus dans la cellule se fait par endocytose, médiée par les vésicules a clathrine
pour 'HPV 16 ou par les cavéoles pour 'HPV 31."* Puis le virus migre vers le noyau en utilisant les
microtubules pour se déplacer dans le cytosol. Il y subit un désassemblage de sa capside. L’ADN viral est

ainsi libéré dans sa forme épisomale.
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1.5.2. Infection latente et productive

Le cycle réplicatif de ces virus peut étre productif ou latent. L'ADN viral peut persister a |'état
latent sous forme épisomale. Sous I'influence de facteurs endogenes comme I'immunodépression, ou
exogenes, l'infection devient productive. Le cycle viral est étroitement lié a la différenciation des

kératinocytes™ (Figure 2).

Au cours de la phase S, non productive, seuls les génes précoces sont traduits. Le virus se
réplique lors de la division des cellules basales sous I'action combinée des protéines virales E1 et E2 et
des protéines cellulaires. Les cellules basales se différencient ensuite en migrant vers les couches
suprabasales @),

Les cellules suprabasales normales ne sont plus en cycle. Les cellules suprabasales infectées par
HPV entrent de nouveau en cycle sous I'action des protéines E6 et E7 (dont le gene se trouve sous forme
épisomale). Cela permet la poursuite de la réplication virale @ Ce phénomene entrainera une
expansion clonale des cellules infectées, sans production de virions. Il est responsable du papillome ou
du condylome.

La phase transcriptionnelle tardive débute avec le processus de différenciation des cellules @

Elle correspond a la synthése des protéines de structure virale L1 et L2, permettant I'encapsidation du

génome viral @ Cette phase aboutit a I'assemblage de nouvelles particules virales, produisant les
virions. L’infection virale productive se traduit par un effet cytopathogene caractéristique: Ia
koilocytose. Le koilocyte est pathognomonique de I'infection a HPV.

Le cycle viral des papillomavirus n’étant pas lytique, les cellules infectées poursuivent leur
différenciation. Les nouveaux virions, ainsi complets, sont libérés dans I'environnement lors de la
desquamation des kératinocytes (). Lors de cette infection productive, la production virale est
importante dans les verrues plantaires et les condylomes génitaux, et en général absente dans les

lésions dysplasiques.**
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Phase transcriptionnelle tardive
| Synthése des protéines de
structure virale

e

Multiplication des cellules
suprabasales

Poursuite de la réplication du
génome viral

Couche )
Multiplication des cellules

basales
Réplication du génome

Figure 2. Cycle de réplication viral (modifié d’aprés Thomas).™

1.6. Mécanismes moléculaires de la cancérogénese induite par HPV

La proportion de cas de carcinomes épidermoides présumés liés a HPV correspond a 100% des

cancers du col de l'utérus, 90% des cancers de I'anus, 40% des cancers de la sphére génitale extra-

utérine (vulve, vagin, pénis) et 12% des cancers de I’oropharynx.*®

L'infection a HPV est le plus souvent transitoire. Dans les Iésions de bas grade, le génome viral

est sous forme épisomale et les produits des génes E6 et E7 sont faiblement exprimés. Dans la plupart

des lésions de haut grade et dans les carcinomes invasifs, le génome viral est intégré au génome de la

cellule héte et les produits des génes E6 et E7 sont fortement exprimés."” Lintégration du génome viral

est aléatoire mais a pour conséquence la persistance virale.
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1.6.1. Oncoprotéine virale E2

Contrairement aux rétrovirus, I’'HPV ne posséde pas d’intégrase. L'intégration de son ADN au
génome de la cellule héte ne joue aucun réle dans le cycle viral normal. L'intégration de I’ADN viral
concerne uniquement les HPV HR. Elle ne peut se faire qu’au niveau de sites fragiles, ou les cassures
double brin de I’ADN viral sont plus fréquentes. Le plus souvent, cette intégration interrompt le gene E2
et conduit a la production d’une protéine E2 mutée, car tronquée. Cette protéine E2 mutée n’est plus
capable d’assurer la régulation négative de la transcription des genes E6 et E7. Les genes E6 et E7,
oncogenes viraux, interférent sur de nombreuses voies de signalisation cellulaire. Ils entrainant une
inhibition de la différenciation cellulaire et une transformation des cellules ainsi infectées. L'intégration
de I’ADN viral est observée dans la grande majorité des lésions de haut grade et dans la plupart des
cancers invasifs du col utérin.'* Les ARN messagers E6 et E7 détectés par hybridation in situ sont
présents en quantité importante dans les lésions dysplasiques de haut grade et les carcinomes du col

utérin.’

1.6.2. Oncoprotéine virale E6

L’'oncoprotéine virale E6 des HPV HR induit une dégradation de la protéine p53 suppresseur de
tumeur.

En cas de stress, I'activation de la p53 par phosphorylation ou acétylation provoque un arrét du
cycle cellulaire en phase G1. Si I’ADN cellulaire est altéré, p53 active la transcription du géne GADD45
réparant les lésions ADN. Si les dommages sont trop importants, p53 active la transcription de génes de
la famille Bcl-2 et de la famille APAF-1 impliqués respectivement dans les voies intrinséques et
extrinséques de 'apoptose.’®

La protéine E6 se lie a la protéine E6AP (E6 associated protein), une ubiquitine ligase, puis a p53.

Ce complexe ternaire favorise I'ubiquitinisation et la dégradation dans le protéasome de p53."
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1.6.3. Oncoprotéine virale E7
1.6.3.1. Voie de la protéine du rétinoblastome (Figure 3)

La progression du cycle cellulaire chez les eucaryotes est assurée par les protéines kinases
dépendantes des cyclines (CDK). La fonction des CDK est la phosphorylation de certaines protéines cibles
et tout particulierement la protéine du rétinoblastome (pRb). Dans sa forme active, la pRb est couplée
au facteur de transcription E2F. Le complexe cycline D/CDK4-6 phosphoryle la pRb, ce qui la rend
inactive et libere E2F. La libération de E2F permet la transcription de génes conduisant a la synthése de
protéines impliquées dans le passage de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire. La pRb empéche
donc la progression du cycle. C’est une protéine suppresseur de tumeur.?

La protéine p16™“**

appartient a la famille des inhibiteurs des CDK4. La pl6 se lie
spécifiquement a CDK4-6. Cela empéche la phosphorylation de la pRb qui reste activée et donc bloque le
cycle cellulaire. La pl16 est donc un facteur de régulation négatif de la prolifération cellulaire.”

L'interaction entre la p16, cycline D/CDK4-6 et pRb/E2F constitue une unité fonctionnelle connue sous le

nom de voie de la pRb.

pRb/E2F

CDK4-6 / CyclineD —

P16 «—— E2F + pRbE7 —  pRBXE7

Dégradation

Passage phase G14a S

Figure 3. Voie de la protéine du rétinoblastome.
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1.6.3.2. Effet de E7 sur la voie de la protéine du rétinoblastome (Figure 4)

L’'oncoprotéine virale E7 des HPV HR se fixe de facon spécifique a la forme hypophosphorylée de
la pRb et favorise sa dégradation dans le protéasome.” La libération de E2F active les génes nécessaires
a la transcription de la phase G1 a la phase S. E2F active également la transcription de pl6. La
dégradation de la pRb entraine donc une augmentation du taux de p16.”> L’augmentation de
I’expression de pl16 est sans effet puisque p16 inhibe cycline D/CDK 4-6 et que la protéine E7 court-

circuite cette étape.”

pRb/E2F

EiL

pe / - E2F + pRbE7 _— ><Ey

Deégradation

Passage phase G1a S

Figure 4. Effet de 'oncoprotéine E7 sur la voie de la protéine du rétinoblastome.

Données essentielles

Tous les HPV utilisent la différenciation des cellules malpighiennes pour réaliser leur cycle viral.

Les HPV HR sont capables d’intégrer leur génome a celui de la cellule héte. Une éventuelle altération de
E2 au cours de cette intégration entraine une surexpression des oncoprotéines virales E6 et E7. E6 et
E7, respectivement par la voie de p53 et de la pRb, sont susceptibles d’entrainer une transformation

cancéreuse des cellules infectées.




22

1.7.  Lésions vulvaires bénignes dues a HPV : les condylomes

Les condylomes touchent indifféremment I'homme et la femme, principalement au début de la
vie sexuelle. lls sont considérés comme la plus fréquente des infections sexuellement transmissibles

\ . . \ . , . , 10
apreés les infections a chlamydiae, avec une prévalence estimée entre 3 et 5%.

Il existe trois types de condylomes :
- Les condylomes acuminés sont les classiques crétes de coq. Ces lésions bourgeonnantes s’opposent
par leur présentation clinique aux lésions condylomateuses cervicales, planes. Masses charnues,
hérissées de petites verrucosités kératosiques, elles mesurent de 0,2 a 1 cm. Elles peuvent étre uniques
ou multiples, rosées ou grisatres, localisées ou disséminées.
- Les condylomes papuleux consistent en des papules lisses, multiples, rosées ou de couleur chair.

- Les condylomes plans sont des macules rouges ou rosées de la muqueuse.

Les condylomes sont principalement dus a HPV 6 et 11. Le risque de contamination aprés un
seul contact sexuel contaminant est de 'ordre de 60 a 70%. Les manifestations cliniques apparaissent le
plus souvent 3 a 6 mois apres l'infection initiale. Cependant le virus peut également rester a I'état latent

pendant plusieurs mois, voire des années.

La régression spontanée est possible, mais |'évolution classique est habituellement |'extension
des lésions en taille et en nombre. Elles n'évoluent pas vers des |ésions cancéreuses mais elles récidivent

dans 30% des cas environ. L’évolution est favorable aprés traitement local.
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2. Néoplasies intra-épithéliales vulvaires (VIN)

2.1. Définition et nomenclature

La néoplasie intra-épithéliale vulvaire ou VIN (Vulvar Intra-épithélial Neoplasia) est une lésion
précancéreuse de la vulve développée aux dépens des kératinocytes.

Il existe 2 mécanismes étiopathogéniques de la VIN :
- Les VIN classiques sont HPV-induites
- Les VIN différenciées sont indépendantes de I’'HPV. Elles sont causées par un état inflammatoire

chronique de la vulve et plus particulierement par le lichen scléreux.

Pendant des années, I'absence de sous-classification consensuelle des VIN rendait cette entité
mal comprise. L'étude de la littérature en est complexe compte tenu des modifications des différentes
classifications résumées dans le tableau 2. L'ISSVD (International Society for the Study of Vulvo-vaginal

Diseases) a modifié la terminologie en 2005, la simplifiant.”*

ISSVD VIN différenciée VIN classique
2005 « differentiated VIN » « usual type »
ISSVD VIN différenciée VIN indifférenciée
2002
90’s Atypies basales Atypies étagées
80’s VIN 3 différenciée VIN de bas grade  VIN de haut grade
Atypies basales VIN 1 VIN 2 VIN3
Atypies basales séveres Atypies légéres Atypies modérées Atypies sévéres
Dysplasie légére Dysplasie moyenne  Dysplasie sévére

70’s Carcinome intra-épithélial simplex  Maladie de Bowen
Papulose bowénoide

Tableau 2. Evolution de la terminologie histologique de la classification des VIN (tableau modifié d’apres
Plantier).”

La classification de I'ISSVD ne se base pas sur des critéres cliniques ou virologiques mais sur des

critéres histologiques.*® Elle concerne les lésions vulvaires aussi bien muqueuses que cutanées.
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Le terme VIN a été établi par analogie avec le terme CIN (Cervical Intra-epithelial Neoplasia)
mais ces 2 entités sont différentes car les CIN sont des lésions HPV-induites alors que les VIN
différenciées ne sont pas dues a HPV. Selon I'ISSVD, les VIN ne constitueraient pas un continuum

lésionnel contrairement a I’évolution naturelle des CIN 1 vers les CIN 3.

Selon I'ISSVD, le terme VIN 1 ne devrait plus étre employé car il n’y a pas de preuve que les VIN
1 sont des précurseurs de |ésions néoplasiques. Leur diagnostic histologique est peu reproductible et
elles sont peu fréquentes. Elles sont peut-étre d’origine réactionnelle ou dues a I'effet cytopathogéne
du virus.?* Les lésions histologiques précédemment étiquetées VIN 1 sont reclassées en condylomes

plans ou en lésions dues aux effets cytopathogeénes de I'HPV.

La classification de 2014 par 'OMS des tumeurs génitales®® définit
- les VIN de bas grade (VIN BG) qui sont des lésions intra-épithéliales de I’épithélium malpighien
regroupant les manifestations cliniques et histologiques d’une infection productive a HPV. Le risque de
cancer associé aux VIN BG est faible.
- les VIN de haut grade (VIN HG) qui sont des lésions intra-épithéliales de I'épithélium malpighien, avec

un risque significatif de développer un carcinome invasif si elles ne sont pas traitées.

Classification ISSVD 2005:

- VIN classique, HPV-induite regroupant les VIN HG et excluant les VIN BG

- VIN différenciée HPV-indépendante, liée classiquement au lichen scléreux.

Classification OMS 2014:

- VIN BG (ancienne VIN 1)
- VIN HG (anciennes VIN 2 et VIN 3)

- VIN différenciée
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2.2.  VIN classiques

2.2.1. Epidémiologie des VIN classiques
Les VIN classiques représentent 57% des néoplasies vulvaires (carcinomes épidermoides,
maladie de Paget, mélanomes, VIN différenciées).”’ Elles sont bien plus fréquentes que les VIN

différenciées (95 a 98%).%

L’age moyen au diagnostic des VIN classiques est de 49,5 ans dans la récente série de De Sanjosé
. 29
de 587 patientes.
La prévalence des VIN classiques augmente. Dans I'étude de Joura, entre 1985 et 1994, le

nombre de VIN de haut grade a triplé.*

Environ 50% des femmes ayant une VIN classique :
- ont une autre néoplasie des voies génitales. La plupart du temps, il s’agit de CIN.**
- ont un antécédent ou un épisode concomitant d’infection sexuellement transmissible, le plus souvent

un condylome acuminé.*

Une méta-analyse de De Vuyst publiée en 2008 reprend les études analysant la distribution de
I'HPV dans les néoplasies vulvaires, vaginales et anales.®® La prévalence de I’'HPV dans les VIN classiques
était de 84% : 67,8% dans les VIN BG, 95,3% dans les VIN HG et 40,4% dans les carcinomes vulvaires.
Dans les VIN BG, les génotypes les plus fréquents étaient I’'HPV 6 (22,4%), I’'HPV 16 (9,8%) et I'HPV 11
(9%). Dans les VIN HG, les génotypes les plus fréquents étaient ’'HPV 16 (71,9%), 'HPV 33 (8%) et 'HPV

18 (5%).
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2.2.2. Clinique des VIN classiques

Les lésions de VIN sont rarement symptomatiques sur le plan fonctionnel. Elles peuvent
déclencher un prurit ou une sensation de brilure.

Elles sont par contre facilement accessibles au dépistage clinique. A I'examen physique, on
observe des macules pigmentées (25%), blanches (50%), roses, grises ou rouges, des papules, des
Iésions verruqueuses, des fissures ou des ulcérations.* La taille des lésions est variable, généralement
inférieure a 2 cm. Les lésions de VIN sont multiples dans 49% des cas,* voire confluentes. Elles se
localisent sur le versant muqueux ou cutané, le plus souvent sur la petite levre. Selon Jones, il existe une

atteinte associée du tractus génital inférieur (périnée, région péri-anale et vagin) dans 50% des cas.>

Différentes entités cliniques de VIN classiques sont décrites mais non reconnues par I'ISSVD, ni
par I'OMS.
- la maladie de Bowen de la vulve. Elle intéresse la femme d’age post-ménopausique. Elle se présente
sous la forme de plaques bien limitées, polycycliques, de couleur variable. Lorsqu’elle décrit une plaque
rouge, elle est appelée érythroplasie de Queyrat.”’
- la papulose bowenoide. Elle serait de pronostic favorable. Elle touche la femme d’age inférieur a 30
ans, sous la forme de papules multiples pigmentées. L'abstention thérapeutique s’explique par la
tendance a la régression spontanée des lésions.*
- les VIN 3 confluentes, plus rares, plus séveres. Elles surviennent volontiers sur immunodépression.

Elles peuvent prendre une forme érythroplasique ou érosive.”’

Devant la fréquence d’une atteinte multifocale du tractus génital, 'examen clinique doit
comporter en outre un examen de toute la région périnéale, et notamment de la marge anale a la
recherche d’autres foyers de néoplasie intra-épithéliale ou de condylomes, ainsi qu’un examen

gynécologique au spéculum.
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2.2.3. Histologie des VIN classiques

L’aspect histologique des VIN classiques se caractérise par une désorganisation architecturale de
I’épithélium malpighien. Il peut étre hyperplasique, papillomateux, volontiers surmonté d’une épaisse
ortho- ou parakératose. Les annexes cutanées sont souvent colonisées, ce qui ne doit pas étre confondu
avec une invasion.

Au niveau cytologique, les atypies nucléaires rappellent la maladie de Bowen cutanée avec une
augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique. Il existe un pléomorphisme nucléaire, avec parfois une
multinucléation. Les noyaux sont hyperchromatiques, peu nucléolés, a la chromatine grossiére pouvant
étre de disposition radiaire. Il persiste des koilocytes et des cellules dyskératosiques. Les mitoses sont
parfois anormales.

Les VIN BG sont caractérisées par des atypies cyto-nucléaires intéressant le tiers basal de
I’épithélium. De nombreux koilocytes sont souvent présents. Dans les VIN HG, ces atypies ascensionnent
au-dela du tiers basal, et I'effet cytopathogénique du virus peut persister ou disparaitre si la |ésion

occupe toute la hauteur de I'épithélium.> %3?

Deux sous-types sont décrits selon des criteres cytologiques :

- le sous-type condylomateux, ou bowenoide (Cf iconographie en annexe p90 et 93). Souvent multifocal, il
concernerait la femme jeune. Il est classiquement constitué de cellules au cytoplasme plus abondant, au
plus grand pléomorphisme nucléaire, a la chromatine grossiére, avec un nucléole peu visible. La couche
granuleuse est habituellement hyperplasique et riche en koilocytes et en cellules dyskératosiques.

- le sous-type basaloide (Cf iconographie en annexe p 91 et 92). La lésion est souvent unique, bien limitée. Il
toucherait la femme plus agée. Il s’agit d’'une prolifération tumorale de petites cellules monomorphes
aux petits noyaux hyperchromatiques, assez uniformes, tassés les uns contre les autres. Il existe peu ou
pas de maturation des kératinocytes.

- le sous-type mixte®
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Une patiente peut avoir des sous-types histologiques différents sur des lésions différentes ou

dans une méme lésion. Le sous-type histologique n’est pas un facteur histo-pronostique.

2.2.4. Analyse immunohistochimique des VIN classiques

2.2.4.1. Immunohistochimie p16

La surexpression de p16 est due a la libération du facteur de transcription E2F par la protéine E7
(Cf 1.6.3. Oncoprotéine virale E7). L'immunomarquage p16 est donc un moyen indirect de diagnostiquer une
infection due a un HPV HR mais aussi I'expression de I'oncoprotéine E7.

Dans les VIN BG, elle peut étre positive. Dans les VIN HG, elle est positive la plupart du temps. Il
s’agit d’'un marquage cytoplasmique et nucléaire. Selon 'OMS, il doit étre intense, linéaire horizontal et
continu pour étre considéré comme positif (Cf iconographie en annexe p90 a 93).%° Dans I'article de Rufforny,
I'immunomarquage p16 était positif dans 20% des VIN BG, 92% des VIN HG et 100% des carcinomes
épidermoides invasifs.” L'immunomarquage p16 n’est donc pas un marqueur sensible des VIN BG. Par
contre, la sensibilité et la spécificité de I'immunomarquage pl6 pour détecter les carcinomes

épidermoides HPV-induits est de 100% et 98,7% respectivement.*®

2.2.4.2. Immunohistochimie Ki67
L'immunomarquage Ki67 a une valeur diagnostique et non pronostique. Il montre une
augmentation du nombre de cellules en cycle dans le tiers basal pour les VIN BG. Il apparait élevé au-
dela du tiers basal dans les VIN HG.
Dans l'article de Logani, la sensibilité et la spécificité du Ki67 étaient respectivement de 96% et

90% pour le diagnostic des VIN BG.*
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2.2.5. Diagnostics différentiels

Les diagnostics différentiels histologiques a éliminer devant une VIN classique sont :
- le condylome typique ou atypique pour la forme condylomateuse
- le carcinome basocellulaire pour la forme basaloide
- la maladie de Paget

- 'hyperplasie malpighienne atypique®

2.2.6. Evolution et pronostic des VIN classiques

Certaines VIN récidivent, surtout en cas de multifocalité® ou de berges atteintes aprés exérése

chirurgicale.*

L’évolution vers le carcinome épidermoide invasif survient dans 3 a 7% des VIN classiques
traitées.*® Le délai d’apparition d’un cancer invasif en cas de VIN non traitée est en moyenne de 4 ans.>
> Les facteurs de risque d’invasion sont les formes extensives ou multifocales, les berges d’exérése
atteintes, I'dge avancé et I'immunodépression. Linvasion est généralement peu profonde.* Les
carcinomes épidermoides vulvaires dus a HPV sont classiquement des carcinomes de type bowenoide
ou basaloide.” Tandis que I'incidence des VIN augmente, le taux de cancers invasifs reste a peu prés

stable, probablement grace a un meilleur diagnostic et un traitement plus précoce.*

Des cas de régression compléte et spontanée de VIN classique ont été décrits. lls survenaient

dans 1 a 11% des cas, dans un délai de 10 mois en moyenne surtout chez des femmes jeunes,
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enceintes. Il s’agissait de cas de VIN 3 multifocaux correspondant cliniquement tres probablement a

des papuloses bowenoides. Le génotype en cause n’est pas connu.
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L’histoire de la maladie étant différente selon les patientes, il est important de chercher les
facteurs prédictifs de I’évolution. Parmi ces potentiels facteurs, le génotype d’HPV pourrait étre

déterminant.

2.2.7. Prise en charge d’une VIN classique
2.2.7.1. Examens paracliniques a réaliser devant une VIN classique
Devant I'hétérogénéité clinique de ces lésions, il est nécessaire de réaliser une biopsie pour
confirmer histologiquement le diagnostic. La recherche d’un foyer invasif sur biopsie est possible mais
ne prendra toute sa valeur que sur piéce d’exérése.
Par ailleurs, le bilan d’infection sexuellement transmissible comprend un frottis cervico-utérin

(FCU), les sérologies VIH et VHB, un TPHA VDRL et une PCR chlamydiae.

2.2.7.2. Prise en charge thérapeutique
Le traitement de la VIN classique dépend du nombre et de la taille des Iésions mais il est le plus
souvent conservateur car le potentiel évolutif est faible. On utilisera alors des immunomodulateurs
(Imiguimob Aldara®), le laser CO, ou la cryothérapie. La vulvectomie partielle voire totale peut étre
nécessaire.”

Une surveillance clinique réguliére s'impose pour vérifier I'absence de récidive.
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2.2.8. Prévention des VIN classiques

La prévention des VIN repose sur I'examen gynécologique.

Pour lutter contre le cancer du col de l'utérus, 2 options vaccinales anti-papillomavirus sont
proposées. Le vaccin bivalent Cervarix® immunise contre les HPV HR 16 et 18 responsables de 80% des
cancers du col. Le vaccin quadrivalent Gardasil® cible en plus les HPV BR 6 et 11.

L” HPV 16 est impliqué dans les VIN HG et les HPV 6 et 11 dans les condylomes acuminés. Le
vaccin anti-HPV devrait donc étre également efficace dans la prévention des VIN et des carcinomes

épidermoides vulvaires.

Données essentielles

Les VIN classiques sont les plus fréquentes (95 a 98%).

Elles sont dues a HPV 16 dans 70% des cas.

Elles touchent la femme jeune.

Les lésions cliniques sont trés hétérogénes (macules érythémateuses ou pigmentées, papules, Iésions
verruqueuses, plaques leucoplasiques...). Elles sont souvent multifocales et associées a d’autres Iésions
dues a HPV au niveau du périnée ou du col.

Le gold standard pour le diagnostic est I'examen anatomo-pathologique selon des critéres histologiques
et immunohistochimiques. L’'examen histologique met en évidence une désorganisation architecturale,
des koilocytes et des atypies cyto-nucléaires importantes. L'immunomarquage pl6 est positif et le Ki67
marque des cellules en cycle sur une hauteur allant du tiers basal a la totalité de I’épithélium.

Le traitement peut se faire par topiques, laser, cryothérapie ou chirurgie.
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2.3. VIN différenciées

2.3.1. Epidémiologie des VIN différenciées

Les VIN différenciées représentent 2 & 5% de toutes les VIN.”®

Elles se développent classiquement sur lichen scléreux. Le lichen scléreux est une maladie
inflammatoire chronique atteignant principalement la vulve et touchant la femme d’age moyen ou agée.
Il se manifeste sous la forme de plaques atrophiques, blanches nacrées, brillantes, bien limitées, de

qguelques millimétres a plusieurs centimetres de diameétre.

2.3.2. Clinigque des VIN différenciées

L’age moyen du diagnostic de la VIN différenciée est 67 ans.*

Ces patientes souffrent classiquement d’'une dermatose inflammatoire chronique. Il s’agit
essentiellement du lichen scléreux vulvaire, mais aussi du lichen plan ou de la radiodermite.”

La VIN différenciée se présente sous la forme d’une lésion infiltrée, ulcérée, leucoplasique ou
érythroplasique, le plus souvent de 0,5 a 3 cm et qui ne disparait pas sous dermocorticoides. Elle est

surtout unifocale mais peut étre multifocale.”

2.3.3. Histologie des VIN différenciées

Histologiquement, le lichen scléreux se caractérise par une bande de scléro-hyalinose sous-
basale. Le chorion superficiel prend un aspect hyalin, anhiste, oedémateux et comporte des
télangiectasies. On retrouve un infiltrat inflammatoire lymphocytaire sous-jacent, en bande horizontale.
A un stade débutant, la coloration de Verhoeff est nécessaire pour évaluer la disparition des fibres
élastiques. L'épiderme apparait atrophique mais peut étre hypertrophique en cas de lichénification. La

présence d’un lichen scléreux impose de rechercher une VIN différenciée.
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Les VIN différenciées sont caractérisées sur le plan histologique par un épithélium acanthosique,
presque toujours hyperkératosique, ortho- et/ou parakératosique. La couche granuleuse est épaissie
lorsqu’elle est présente, les crétes interpapillaires sont allongées parfois réticulées. On peut parfois
observer des enroulements cellulaires pouvant aboutir a un globe corné au sein des crétes papillaires
(Figure 5).

Les altérations dysplasiques sont plus marquées au niveau des couches basales et supra-basales.
Les cellules de la couche basale sont plus ou moins désorientées, petites avec des noyaux volumineux,
hyperchromatiques aux atypies légéres a modérées, au nucléole proéminent. Il existe parfois des
mitoses anormales. Les kératinocytes supra-basaux présentent des atypies légeres. Leur maturation est
excessive, prématurée. Leur cytoplasme est alors plus abondant, éosinophile et le noyau un peu plus
volumineux, nucléolé. Les ponts intercellulaires sont anormalement visibles par perte de la cohésion et
non par spongiose. Il peut exister quelques cellules dyskératosiques isolées.

L’histologie de la VIN différenciée différe radicalement de celle de la VIN classique. % %3?

Le terme différencié désigne donc une lésion caractérisée par des atypies basales associées a un
épithélium bien différencié. Il est contestable car les cellules suprabasales ne sont pas normales méme
si leur maturation kératosique est importante. De plus, ce terme est histologiquement rassurant alors

gue le potentiel évolutif est plus péjoratif que celui de la VIN classique.
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Figure 5. VIN différenciée (HESx70).

Epiderme hyperplasique, papillomateux avec des crétes épidermiques renflées. Hyperkératose majeure
avec parakératose. Atypies basales, maturation précoce, et ponts intercellulaires bien visibles. Infiltrat
inflammatoire lymphocytaire dermique sans véritable bande fibro-hyaline sur ce bloc.

Le diagnostic peut étre difficile si les atypies sont légeres car la |ésion est tres bien différenciée.
Ces anomalies ne s’apprécient bien qu’en comparaison avec I'épithélium normal adjacent. Sur les
biopsies, I'absence d’épithélium normal rend le diagnostic plus difficile. Dans I'étude de Van De
Nieuwenhof, 42% des |ésions initialement diagnostiquées lichen scléreux qui ont évolué en carcinome

invasif étaient reclassées en VIN différenciée apres relecture.*
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2.3.4. Immunohistochimie des VIN différenciées
2.3.4.1. Immunohistochimie p16
Dans les VIN différenciées, 'immunomarquage p16 est généralement négatif.”® Quelques rares

cellules peuvent étre marquées, ce qui ne définira pas un marquage positif.

2.3.4.2. Immunohistochimie Ki67
D’aprés I'OMS, I'immunomarquage Ki67 montre une augmentation du nombre de cellules en

cycle au niveau basal et supra-basal mais ne s’étend pas a toute la hauteur de I'épithélium.*®

2.3.4.3. Immunohistochimie p53

Dans le diagnostic de la VIN différenciée, son réle est débattu. Le marquage est nucléaire.

Dans I'étude menée par Yang, 10 patientes sur 12 présentant une VIN différenciée avaient un
immunomarquage p53 positif au niveau des couches supra-basales.”” Ce n’était le cas d’aucune des
lésions d’hyperplasie épithéliale ni de lichen scléreux. Dans l'article de Liegl, 80% des lichens scléreux
débutants montraient un marquage positif, continu ou discontinu, des kératinocytes basaux. 20% des
lichens scléreux classiques montraient un marquage discontinu et 58% un marquage continu.”

Pour I'OMS, la positivité de la p53 est trop variable et n’est généralement pas utile au

diagnostic.”®

Les définitions de I'ISSVD 2005 et de I'OMS 2014 se basent sur des criteres morphologiques

histologiques appuyés sur les examens immunohistochimiques p16 et Ki67.>*
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2.3.5. Diagnostics différentiels des VIN différenciées

Les diagnostics différentiels a évoquer devant une VIN différenciée sont :
- le lichen scléreux hyperplasique. L'épithélium présente une hyperplasie réguliere mais sans atypie.
- la lichénification
- I’"hyperplasie épithéliale réactionnelle

- un épithélium régénératif*

2.3.6. Evolution et pronostic des VIN différenciées

Aucun cas de régression spontanée de VIN différenciée n’a été publié a ce jour.

D’apres Carlson, 9% des patientes suivies pour un lichen scléreux développeront un carcinome
épidermoide vulvaire.*® Dans Iarticle de Van De Nieuwenhof, pour un suivi de 14 ans, 33% des patientes
présentant une VIN différenciée avaient progressé vers un carcinome épidermoide. La durée médiane
d’évolution vers le carcinome épidermoide était rapide (23 mois).*’

Dans I'étude de Yang, 58% des carcinomes épidermoides sont associés a une VIN différenciée.”?
Dans celle de Van De Nieuwenhof, ce taux atteignait 81%."® Il semble donc que le potentiel de
transformation en Iésion invasive de la VIN différenciée soit bien supérieur a celui de la VIN classique.

Les carcinomes épidermoides issus des VIN différenciées sont trés majoritairement des
carcinomes épidermoides kératinisants bien différenciés.*

Dans I’étude de Van De Nieuwenhof, la survie a 5 ans des carcinomes épidermoides associés a
une VIN différenciée était de 70% tandis que celle des carcinomes épidermoides associés a une VIN

classique était de 100%."
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2.3.7. Traitement des VIN différenciées

La VIN différenciée nécessite une chirurgie a cause de son potentiel évolutif. L'orientation du
prélevement par le clinicien permet d’apprécier précisément la qualité de I’exérese pour une éventuelle
reprise en cas de berges atteintes. La surveillance au long cours s’impose, avec réalisation d’une biopsie

en cas de doute sur une récidive.

Le traitement préventif repose sur une prise en charge précoce et continue du lichen scléreux

vulvaire sous-jacent.

Données essentielles :

Les VIN différenciées sont beaucoup plus rares que les VIN classiques (5 a 7 % des VIN).

Elles touchent la femme d’age post-ménopausique. Elles surviennent classiquement dans un contexte
de lichen scléreux.

Histologiquement, elles sont difficiles a diagnostiquer car trés bien différenciées.

Elles ont un fort potentiel évolutif vers des lésions invasives avec un délai d’apparition d’un carcinome
épidermoide invasif 2 fois plus rapide que celui des VIN classiques.

Elles doivent étre traitées par une exérese chirurgicale complete.
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3. Rationnel de I’étude

L'infection a papillomavirus est un probléme de santé publique. Les mécanismes impliquant
I'HPV dans I'oncogenese des |ésions dysplasiques et des cancers du col de I'utérus sont bien connus. Le
génotypage de I'HPV est utilisé pour guider la prise en charge des patientes présentant des lésions ASC-
US et ASC-H au FCU. La connaissance de |'épidémiologie virale a permis I"élaboration d’un vaccin anti-

papillomavirus ciblant les principaux types d’HPV retrouvés dans les Iésions cervicales.

Le role d’HPV dans les VIN est beaucoup moins connu car il s’agit d’'une maladie rare. La

distinction entre VIN classique et différenciée ajoute un niveau de complexité.

Nous proposons donc une étude originale, rétrospective, dans laquelle nous réalisons un
génotypage HPV des lésions de VIN, dans le but de valider une technique de génotypage HPV
initialement mise au point sur prélévements cervicaux utérins fixés au formol et inclus en paraffine, et
de définir les caractéristiques cliniques, histologiques et virologiques des VIN. Pour cela, nous avons
révisé tous les cas de VIN diagnostiqués sur plus de 4 ans dans le service d’anatomie et cytologie
pathologique, en fonction de la classification OMS 2014 et confronté les données anatomo-cliniques au

génotypage HPV.
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Matériels et Méthodes

1. Type d’étude et criteres d’inclusion

Cette étude observationnelle portait sur une série rétrospective de cas de néoplasies intra-
épithéliales vulvaires pris en charge au CHU de Nice dans les services de dermatologie du Professeur
Lacour et de gynécologie du Professeur Bongain. Ces cas avaient fait I'objet de prélevements analysés
dans le service central d’anatomie et cytologie pathologique du Professeur Michiels entre le 1*" janvier

2010 et le 10 avril 2014. Les cas étaient recueillis a partir du systeme de gestion de laboratoire Apix.

2. Recueil des données

2.1. Recueil des données cliniques

Etaient recueillis a partir du dossier clinique informatisé Clinicom du CHU et du logiciel Apix :
- I’age de la patiente au moment du diagnostic
- le statut VIH de la patiente
- ses antécédents médicaux et chirurgicaux et en particulier la notion de greffe antérieure ou la prise
d’un traitement immunosuppresseur ou immunomodulateur
- le caractére unifocal, multifocal, ou diffus des lésions
- la localisation anatomique de la |ésion étudiée
- I'aspect clinique de la Iésion : papule, verrue, macule érythémateuse, macule pigmentée, érosion ou
non précisée.
- le type de prélévement : biopsie, vulvectomie partielle ou totale
- la notion d’autres lésions génitales HPV-induites : condylome vulvaire, condylome anal, néoplasie

intra-épithéliale anale, carcinome épidermoide anal, néoplasie intra-épithéliale vaginale.
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- le résultat et la date d’'un FCU antérieur selon la classification de Bethesda et le résultat d’un éventuel

génotypage HPV sur FCU ainsi que le résultat d’'une éventuelle biopsie cervicale ou conisation.

2.2. Recueil des données histologiques

Les lames avaient été réalisées a partir de coupes de 2 microns d’épaisseur et colorées a
I’hématoxyline-éosine-safran (HES). Les diagnostics initiaux avaient été effectués par les docteurs
Chevallier, Piche ou Cardot-Leccia. Les lames ont été ultérieurement relues par 2 pathologistes
(docteurs Perrin et Ambrosetti) selon les critéres de la classification OMS.? En cas de discordance, la

lame était revue conjointement par les 2 pathologistes pour trouver un accord.

Etaient consignés :
- le sous-type de VIN :
¢ différenciée ou classique
* VIN BG ou VIN HG pour les VIN classiques
* basaloide ou bowenoide pour les VIN HG

- la présence d’un carcinome malpighien invasif associé.

Un bloc représentatif comprenant les Iésions de VIN de grade le plus élevé était sélectionné.

Lorsqu’une patiente présentait plusieurs lésions de VIN, un seul bloc par patiente était sélectionné.

Lorsqu’un lichen scléreux était suspecté par le clinicien ou lorsqu’il existait une fibro-hyalinose
sous basale a I'histologie, une coloration de Verhoeff était réalisée. En cas de disparition des fibres

élastiques du derme superficiel, le diagnostic de lichen scléreux vulvaire était porté.
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Tous les blocs sélectionnés faisaient I'objet d’un immunomarquage Ki67 (clone Mibl Dako®
monoclonal mouse pré-dilué, PH6, révélation FLEX, référence IR626) et p16 (clone E6H4 MTM®, mouse
antibody, pré-dilué, révélation kit MTM histo ENVISION/DAB).

Le marquage nucléaire Ki67 aidait au diagnostic de VIN et a la détermination du grade des VIN
classiques :

- Un nombre de cellules en cycle augmenté ne dépassant pas le tiers inférieur de la hauteur de
I’épithélium orientait vers une VIN BG.

- Un nombre de cellules en cycle augmenté dépassant le tiers inférieur de la hauteur de I'épithélium
orientait vers une VIN HG.

Un immunomarquage pl6 positif était défini comme un marquage nucléaire et cytoplasmique

intense linéaire basal et continu de toute la Iésion.

3. Technique de génotypage

Les étapes nécessaires au génotypage HPV a partir du bloc de paraffine étaient les suivantes :
- lyse cellulaire
- déparaffinage
- extraction d’ADN avec I'automate Easymag® (facultatif)
- amplification par PCR du gene E1 de ’ADN HPV.
- hybridation du produit de PCR sur une puce PapilloCheck®
- lecture automatisée de la lame par un scanner
La technique utilisée était celle développée par le docteur Cannavo.” Ce travail innovant a
permis I'optimisation de la technique de génotypage HPV sur conisations fixées au formol et incluses en

paraffine dans les |ésions de néoplasie intra-épithéliale cervicale.
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3.1. Réalisation des coupes de paraffine

Au sein du laboratoire d’anatomopathologie, 3 a 6 coupes de 20 um étaient réalisées en
fonction de la taille du prélévement, a I'aide d’un microtome, sur le bloc sélectionné. Les plus petits
prélevements faisaient I'objet de 6 copeaux, les plus gros de 3 copeaux. La lame du microtome était
changée entre les différents blocs pour éviter toute contamination.

Elles étaient transportées dans un tube eppendorf stérile au laboratoire de virologie du
professeur Giordanengo du CHU de Nice. Le prélevement était identifié par le numéro d’enregistrement

attribué initialement a la piece par le laboratoire d’anatomopathologie.

3.2. Lyse cellulaire (Figure 6)

Les coupes étaient resuspendues dans 900 uL d’eau. Le tube était ensuite incubé dans un bain
sec a 100°C pendant 15 minutes. Cela permet de détruire une grande partie des ponts inter-caténaires
et des liaisons covalentes entre acides nucléiques induits par la fixation formolée et de faciliter la
digestion enzymatique.

100 pL de tampon de lyse étaient ajoutés. Ce tampon contenait du Tris (500 mM pH 8,5), de
I’'EDTA (10 mM pH 8) et un détergent, le Tween 20 (a 5%) qui lyse les membranes cellulaires.

2 mg de protéinase K étaient ensuite ajoutés. La protéinase K est une sérine protéase non
spécifique qui digére les protéines, lysant ainsi les cellules et les noyaux. Cela rend 'ADN et I’ARN
accessibles. Elle est aussi utilisée pour inactiver les nucléases endogénes (RNAses et DNAses). Stable
entre 40 et 65°C, elle est efficace en présence de détergents tels que le Tween.

On incubait le mélange dans un bain marie a 56°C pendant au moins 5 heures, en ajoutant 2 mg
de protéinase K toutes les 2 heures. Ces ajouts itératifs permettaient de remplacer la protéinase K
dégradée afin d’optimiser la lyse cellulaire.

En incubant le tube eppendorf dans un bain sec a 100°C pendant 10 minutes, la protéinase K

était inactivée puisqu‘elle perd son activité enzymatique apres chauffage supérieur a 90°C.
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3.3. Déparaffinage (Figure 6)

Rapidement, dés la sortie du bain, le déparaffinage était réalisé par centrifugation du tube a 4°C
a 16 000 g, pendant 30 secondes. Un anneau de paraffine se solidifiait en surface. Il suffisait de percer

I’'anneau avec une aiguille pour récupérer le lysat liquide et le transférer dans un nouveau tube

eppendorf stérile.

EDTA PK PK 5mg toutes
Coupes les 2h
suspendues dans Tris Tween
900uL d’eau ﬁ f—
= ]

;:“—2.‘-:' = =

Bain sec 100°C 15min Bain marie 56°C 5h

Anneau

S RS ==
paraffine lysat
\J 4 4

Bain sec 100°C 10min Centrifugation a 4°C pendant 30s

Figure 6. Lyse cellulaire et déparaffinage.
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3.4.  Extraction d‘ADN (Figure 7)

Le but de I'extraction des acides nucléiques est d’éliminer les composants tels que
I’'hnémoglobine, les protéines plasmatiques, ou le formaldéhyde qui pourraient parasiter la PCR. Cette
étape était facultative. Nous avons réalisé, pour chaque prélévement, le génotypage HPV avec et sans

cette étape d’extraction d’ADN.

Elle s’effectuait au moyen d’un automate, NucliSENS ™ Easymag ©, des laboratoires Biomérieux
sur le principe d’une résine échangeuse d’ions. Il s’agit d’une silice qui a la propriété d’adsorber
sélectivement les acides nucléiques. Le protocole recommandé par les fabricants sur les préléevements
solides paraffinés est appelé « Spécifique B ».

A. Incubation : Apres la lyse des échantillons dans le tampon NucliSENS (isothiocyanate de
guanidium 5M), tous les acides nucléiques étaient capturés par la silice micronisée magnétique.

B. Purification : Le systeme d’aimantation permettait le lavage dynamique puis la fixation de la
silice magnétique pour purifier le lysat et ne retenir que les acides nucléiques.

C. Elution : L’étape de chauffage libérait les acides nucléiques de la silice.

D. Elimination de la silice : la silice était séparée de I’éluat par le systeme d’aimantation.

TV J' Trw L A &
- —
0\ Q
‘ | g | |
\) % aimant 3 I

| ﬂ incubateur

A. Incubation B. Purification C. Hution D. Elimination de |a silice

Figure 7. Extraction d’ADN par I'Easymag® d’aprés Docteur Cannavo.”
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3.5. PCR

3.5.1. Principe

On amplifiait un fragment d’environ 350 nucléotides du géne E1 de I'HPV.

3.5.2. Préparation du milieu réactionnel tamponné de PCR
Le milieu réactionnel tamponné, ou mix, comprenait les éléments indispensables a la PCR. Il
était préparé dans une piece de biologie moléculaire dans laquelle les manipulateurs devaient porter
charlotte, masque et surblouse pour éviter toute contamination.
Un mix de 13 conditions (12 places sur la puce + 1 volume mort) était préparé dans la glace dans
un tube eppendorf:
- 19 uL de milieu Mastermix Papillochek®. Ce milieu était conservé a 4°C. Il comprenait :
* les précurseurs trinucléotidiques (les dNTP : dATP, dCTP, dGTP et dUTP)
e le cation Mg” indispensable au bon fonctionnement de la polymérase et a I'incorporation
correcte des précurseurs
¢ les primers sens et anti-sens des 25 types d’HPV testés. Ces primers étaient marqués d’un
fluorochrome rouge
¢ un fragment d’ADN témoin avec ses primers sens et anti-sens qui servaient de controle de la
qualité de la PCR. Ces primers étaient marqués par un fluorochrome rouge.
e des primers sens et anti-sens d’un géne ubiquitaire ADAT1 qui servaient de contréle a la qualité
de I’échantillon analysé. Ces primers étaient également marqués d'un fluorochrome rouge.
-1 pL d’Uracile-DNA-Glycosylase (UDG) dilué a 1/200. L’UDG évitait toute contamination.
- 1 puL d’ADN polymérase thermostable ou Taq Hot Start était ensuite ajoutée. Elle synthétise I’ADN. Elle
a la propriété de n’étre active qu’aprés une incubation a haute température.

- 0,2 L de gélatine (bovine Sigma 0.01%). La gélatine servait a optimiser I’action de la Taq polymérase.
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20 pL de ce mix était distribué dans 12 tubes a PCR numérotés de Al a B6 auxquels on ajoutait 5

uL de I’ADN extrait de chaque prélevement a étudier.

3.5.3. EtapesdelaPCR

Le protocole de PCR utilisé recommandé par le fabricant était le suivant :

Réaction Température Temps Nombre de Cycles
Action de L'UDG 20°C 10 min 1
Dénaturation et Inactivation de I'UDG 95°C 15 min 1
Dénaturation 95°C 30 sec
Hybridation 55°C 25 sec 40
Elongation 72°C 45 sec

95°C 30 sec 15

72°C 45 sec
Fin de réaction 4°C Infini

Tableau 3. Protocole de PCR.

Un probléme récurrent en PCR est la contamination par d’éventuels produits des PCR
précédentes. Pour lutter contre ces faux positifs, nous avons utilisé 2 moyens :
- I’'Uracile-D-Glycosylase. L'UDG clive partout ol une base d’uracile a été incorporée. La base d’uracile
n‘est pas présente dans 'ADN natif. Son utilisation en début de PCR permet la lyse des amplicons
résiduels d’une PCR antérieure évitant toute contamination.
- un circuit en sens unique, des pieéces de pré-PCR vers les pieéces de post-PCR. Toutes les techniques

suivantes s’effectuaient donc en salle de post-PCR.
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3.6. Systeme PapilloCheck® (Greiner Bio-One)

3.6.1. Principe

Cette technique de biologie moléculaire permet un génotypage simple, sensible et rapide. Il
s’agit d’'une puce ADN permettant la détection qualitative de 25 types d’"HPV :
-16 HPV HR : 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 70, 73, 82
-2 HPVRI: 53, 66
-7HPVBR: 6,11, 40, 42, 43, 44/55

Elle est certifiée In-Vitro-Diagnostica, et enregistrée en Union Européenne (marquage CE-IVD)
pour la détection HPV qualitative dans les préparations d'ADN issues de FCU. La technique a été adaptée
par le docteur Cannavo pour ’ADN extrait de prélévements inclus en paraffine.*’

Les amplicons sont fluorescents car les primers utilisés lors de la PCR sont fluorescents. Une
puce PapilloCheck® compte 12 puits. Le dernier puits est destiné a un témoin HPV 16, contréle interne
de qualité. Chaque puits contient un microarray avec 28 sondes spécifiques : 24 sondes spécifiques d’un

type d’HPV et 4 sondes témoins. Chaque sonde est présente sur 5 spots (Figure 8).

o erientation control PCR contral

/ HPV & HPY 45
// HPVY 11 HPY 51
// HPY 16 HPV 52
/ HPV 18 HPV 53
4 HPY 24 HPV 56
HPV 33 HPV 58
\\ HPY 35 HPV 59
\ HPY 30 HPV 66
'\.\ HPV 40 HPV 58
[ — \“H HPY 42 PV TO
J! l'tglxl,n \\ HPV 43 HRY T3
9 HPY 44'55 HPY B2

—— hY hybridization control samgple control

Figure 8. Puce PapilloCheck® d’aprés docteur Cannavo.*

1 puits = 1 microarray = 28 sondes avec 5 spots chacunes
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3.6.2. Préparation du milieu réactionnel d’hybridation

Chaque mix d’hybridation contenait :
- 5 uL de produit de PCR de chaque préléevement a étudier
- 30 uL d’hybridation buffer. Ce tampon d’hybridation comprenait une sonde marquée au Cy3, un
fluorochrome vert, qui servait de témoin d’hybridation.

25 ul étaient déposés sur chaque puits de la puce (Figure 9)

Les produits d’amplification s’hybridaient alors aux sondes ADN spécifiques fixés sur la puce a

ADN. La lame était incubée pendant 15 minutes en chambre humide, a I'abri de la lumiére.

3.6.3. Lavage (Figure 9)
Le tampon de lavage était constitué de :
- 140 mL d’eau distillée
- 14 mL de tampon A
- 1,75 mL de tampon B. Ce composé cristallisait a température ambiante. Un chauffage préalable au bain
marie a 50°C était donc nécessaire.

éme

Ce tampon de lavage était réparti de maniére équilibrée en 3 tubes de 50 mL, le 27" tube étant

placé au bain marie a 50°C.

La lame était lavée pendant :
- 10 secondes dans le 1* tube a température ambiante
- 60 secondes dans le 2°™ tube a 50°C
eme

- 10 secondes dans le 3™ tube a température ambiante
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3.6.4. Séchage (Figure 9)
La lame était placée dans un tube de 50mL sec entouré de papier aluminium et centrifugé a

3 500 tours pendant 3 minutes.

Puce PapillaCheck® Hybridation sonde-produit Lavage Séchage
de PCR

DD O

|

@
QA0
[l

o

®

- -

| [ o o [ [

DO0O0O0C
LDJCICICIE

|
|
(

1dstamponl  GOstampon 2 10stampon 3 Centrifugation
chauffé a 50°C

Puits aver sondes spécifigues sondes spécifiques + produit de PCR Produit &' hybridation lavé

Figure 9. Hybridation PapilloCheck® puis lavage et séchage.

3.6.5. Lecture
La lame était introduite dans le scanner de lame. Le scanner lisait les longueurs d’onde entre

532 (vert) et 635 nm (rouge). L’analyse de la puce était réalisée a I'aide du logiciel CheckReport™.
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Les 4 contréles permettaient de valider la technique sur chaque puce :
- Controles fluorescents dans la longueur d’onde 532 nm (vert) (Figure 10):

1. Contréle d’orientation de la lame en haut a gauche de la lame. Les 5 spots en haut a gauche
émettent un signal de 532 nm quelle que soit la qualité de I’hybridation. Ils permettaient de
vérifier la bonne orientation de la lame lors de I'introduction dans le scanner.

2. Contréle d’hybridationen bas a gauche de la lame. Ces 5 spots comportent une sonde
complémentaire du témoin d’hybridation présent dans le tampon d’hybridation marqué par le

fluorochrome vert Cy3. On validait ainsi I’hybridation et ’'homogénéité du signal.

. otientation control | PCR control
HPV & HPV 45
HPY 11 HPY 61
HPV 16 HPV 52
HPV 18 HPV 53
/] HEV 31 HDV 56
HPV 33 HPV 58
A\ HV 35 HAY 59
HPV 30 HPV 66
i HPV 20 HPV 68
PapicChech ® HPV 22 HPV 70
‘!L!L HPV 43 HPV 73
HPV 2455 HPV 82
| — hybridzation control sample control

Figure 10. Controles fluorescents dans la longueur d’onde verte de la puce PapilloCheck®.
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- Controles fluorescents dans la longueur d’onde 635 nm (rouge) (11):

3. Controle de la qualité de la PCR en haut a droite de la lame. Ces 5 spots comportent la sonde
complémentaire du fragment d’ADN témoin amplifié contenu dans le mix de PCR MasterMix
PapilloCheck®. Ce fragment amplifié est marqué d’un fluorochrome rouge.

4. Controle d’échantillon en bas a droite de la lame. Ces 5 spots comportent la sonde
complémentaire du géne ubiquitaire ADAT1 amplifié lors de la PCR. Ce contrble valide la

cellularité de I’échantillon et la réussite de I’extraction d’ADN.

Orientation control | ¢ (PCReantal, =
HRV 6
HPV 11
HPV 16

HPV 18
/1 HPV 31
HPV 33
N HPV 35
HPV 39
HPV 40

PapdieChech ¥ HPY 42

T e
41000370

HPV 2455

— Hybridization control| ©

Figure 11. Controles fluorescents dans la longueur d’onde rouge de la puce PapilloCheck®.

Sur chaque ligne de 5 spots, une sonde complémentaire d’un type d’HPV est positionnée. Il y a
24 sondes spécifiques permettant de détecter 25 types d’HPV (HPV 44 et 55 couplés sur la méme
sonde).

Le logiciel rend pour chaque ligne de 5 spots un résultat qualitatif (positif ou négatif), selon que

I'intensité du signal lumineux dépasse ou non un certain seuil (Figure 12).
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Mono infection Multi infection Négatif

Faible intensité de signal HPV
Contrélg PCR OK

Mono infection Multi infection Négatif Invalide,

P Pas de cellules

Prélevement pauvre en cellules

Figure 12. Exemples de résultats sur puce PapilloCheck®.

Au total, la technique compléete de génotypage HPV a partir de prélévements formolés et inclus

en paraffine nécessitait 24 heures.

Lorsque les témoins étaient invalides, la technique était réitérée sur un autre bloc.
Lorsqu’aucun HPV n’était détecté mais que les différents témoins étaient valides, la technique

était réitérée sur un autre bloc.
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Résultats

1. Description de la population

La population incluse était constituée de 48 patientes dont le diagnostic de VIN reposait sur les
critéres histologiques et immunohistochimiques définis par I'OMS.

On retrouvait :
- 45 cas de VIN classiques
- 3 cas de VIN différenciées

La technique de génotypage n’a pas été contributive pour 8 cas exclus pour I'analyse des

données.
La population étudiée était donc composée de 40 patientes :
- 39 patientes atteintes de VIN classique (97,5%)

- une patiente atteinte de VIN différenciée (2,5%).

S’agissant de 2 pathologies distinctes, nous avons décrit ces cas séparément.
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1.1. Description des cas de VIN classique

1.1.1. Description des caractéristiques cliniques des cas de VIN classique

Le tableau 4 résume les caractéristiques cliniques de la population atteinte de VIN classique.

VIN classiques

n =39
Age (années)
Extrémes 19-84
Moyenne 52
Médiane 49
Immunodépression
VIH isolé 1(3%)
VIH + VHB/VHC 7 (18%)
Immunosuppresseur/immunomodulateur* 4 (10%)
Carcinome épidermoide vulvaire associé 5(13%)
Lichen scléreux vulvaire 5(13%)
Type de préléevement
Biopsie 23 (59%)
Vulvectomie partielle 15 (38%)
Vulvectomie totale® 1(3%)

Tableau 4. Description de la population présentant une VIN classique.
* Traitement par Cyclosporine et Méthotrexate pour une leucémie aigué myéloide avec allogreffe de
moelle osseuse.
Traitement par Azaticidine pour une anémie réfractaire par excés de blastes.
Traitement par Adalimumab pour une maladie de Crohn.
Traitement par Méthylprednisolone, Méthotrexate puis Interleukine 2 pour une pelade.
§ VIN en périphérie d’un volumineux carcinome épidermoide.
Au cours du recueil des données, nous avons relevé les cas de patientes présentant un cancer
extra-génital potentiellement HPV-induit :
- Une patiente VIH positive était atteinte d’une épidermodysplasie verruciforme avec de multiples
transformations en carcinomes épidermoides cutanés infiltrant.
- Une patiente, également VIH positive, souffrait aussi d’un carcinome épidermoide de langue au sein

duquel la recherche d’HPV n’a pas été effectuée. L’'examen anatomo-pathologique réalisé au Centre

Antoine Lacassagne (Docteur Haudebourg) retrouvait quelques cellules d’allure koilocytaire.



55

1.1.2. Caractéristiques cliniques des Iésions de VIN classique
Les caractéristiques cliniques des |ésions de VIN classique sont décrites dans le tableau 5.

L'iconographie illustrant 4 cas se situe en annexe.

VIN classiques

n=39
Type d’atteinte vulvaire par les lésions de VIN
Diffuse 14 (36%)
Multifocale 6 (15%)
Unifocale 19 (49%)
Localisation anatomique de la lésion sélectionnée
Grande lévre 12 (31%)
Petite lévre 6 (15%)
Sillon interlabial 2 (5%)
Fourchette 5(13%)
Clitoris 4 (10%)
Uretre 4 (10%)
Sillon génito-crural 3 (8%)
Vulve entiére 2 (5%)
Vestibule 1(3%)
Aspect clinique de la lésion
Leucoplasie 6 (15%)
Papule 6 (15%)
Verrue 6 (15%)
Macule érythémateuse 5(13%)
Erosion 3 (8%)
Macule pigmentée 2 (5%)
Lichénification 1 (3%)
Non précisé 10 (26%)

Tableau 5. Description clinique des Iésions de VIN classique.
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1.1.3. Lésions HPV-induites associées aux VIN classiques

30 patientes avaient une atteinte vulvaire isolée (75%) et 10 patientes avaient une atteinte

génitale extra-vulvaire associée (anale, vaginale ou cervicale) (25%).

Le tableau 6 décrit les éventuelles autres Iésions dues a HPV. Une patiente avait souvent des

Iésions HPV-induites sur plusieurs localisations.

VIN classiques

n=39
Condylomes vulvaires 8 (21%)
Atteinte anale 9 (23%)
Condylomes anaux 4 (10%)
Néoplasie intra-épithéliale anale 6 (15%)
Carcinome épidermoide anal 2 (5%)
Atteinte vaginale 1(3%)
Néoplasie intra-épithéliale vaginale 1(3%)
Atteinte cervicale utérine 5(13%)
Condylome 2 (5%)
CIN 2 (5%)
Carcinome épidermoide cervical 1 (3%)
FCU normal 24 (62%)
FCU non connu 10 (26%)

Tableau 6. Eventuelles Iésions HPV-induites associées.

Les FCU avaient été réalisés pour 29 patientes, dans un délai compris entre 8 ans avant et 1 an
apres la date du prélevement histologique vulvaire. Seules 13% des patientes avaient une atteinte
cervicale associée confirmée par I'examen histologique.

Cing patientes avaient bénéficié d’un génotypage HPV sur FCU. Deux d’entre elles étaient
porteuses d’un HPV 16 et une avait une multi-infection a HPV 16 56 et 59. Il n’avait pas été détecté

d’HPV chez les deux derniéres.
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1.1.4. Description histologique des lésions de VIN classique

Le graphique 13 décrit les sous-types de VIN classique.

HVIN HG
“VIN BG

a

3/32 (9%)
bowenoide
22/32 (69%) " basaloide

T mixte

b

Figure 13. Description histologique des VIN classiques.
13a. Distribution des VIN classiques selon le grade.
13b. Distribution des sous-types de VIN HG.

Un cas de VIN mixte avec du haut grade et du bas grade a été classé en haut grade.

1.1.5. Résultat de I'examen immunohistochimique p16 dans les VIN classiques

Dans les VIN classiques, 'immunomarquage pl6 était positif dans toutes les VIN HG (32/32

100%) et positif dans 3 VIN BG sur 7 (43%).
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1.2. Description du cas de la VIN différenciée

La patiente présentant une VIN différenciée avait 74 ans. Elle souffrait d’un lichen scléreux
vulvaire. Elle ne présentait pas de pathologie ni de traitement immunosuppresseur. La VIN différenciée
atteignait diffusément la vulve. Il existait, sur la piece de vulvectomie partielle intéressant la petite lévre,
un carcinome épidermoide invasif associé a la VIN différenciée. L’aspect clinique de la VIN n’était pas
précisé dans le dossier clinique informatisé.

Cette patiente ne présentait pas de Iésion gynécologique due a HPV. Son FCU était normal.

L'immunomarquage pl6 était négatif. L'examen immunohistochimique Ki67 montrait une
augmentation des cellules en cycle au niveau du tiers basal.

Cette patiente est décédée de ses lésions vulvaires.
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2. Résultats du génotypage HPV

2.1. Rendement du génotypage

Lors du premier passage, pour 11 prélevements, ’ADN extrait n’était pas de qualité suffisante
d’aprés le controle interne. Conformément au protocole défini (Cf. Matériels et Méthodes, chap. 3.6.5), la
technique était réitérée sur un autre bloc ce qui a permis d’obtenir un examen contributif pour 3
patientes : 2 patientes qui étaient finalement porteuses d’'un HPV 16 et 1 patiente pour laquelle il n’a
pas été détecté d’HPV. Au total, la technique avait donc un rendement de 83% (40/48).

Pour 8 prélevements, la technique demeurait non contributive. Ces préléevements étaient
constitués de 6 VIN classiques et 2 VIN différenciées, dont 5 biopsies (soit 62,5% des prélevements non
contributifs versus 58% pour les prélevements contributifs), 2 vulvectomies partielles et une
vulvectomie totale. La durée de stockage de ces blocs variait de 15 a 37 mois (31 mois en moyenne

contre 23 mois pour les prélevements contributifs).

2.2. Prévalence globale de l'infection a HPV

Dans le cas d’un résultat négatif avec témoins valides, conformément au protocole défini (cf
Matériels et Méthodes, chap. 3.6.5.), la technique était également renouvelée. Parmi les 9 cas initialement
négatifs, 5 ont finalement pu étre génotypés.

Au moins un type d’HPV a été détecté dans 35 cas sur les 40 cas des VIN pour lesquels la

technique était valide. La prévalence globale de I’'HPV dans les VIN était donc de 88%.

2.2.1. Prévalence de I'infection a HPV dans la VIN différenciée

Dans le cas de la VIN différenciée, aucun HPV n’a été détecté.
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2.2.2. Prévalence de l'infection a HPV dans les VIN classiques
Dans le groupe des VIN classiques, la prévalence de I'infection a HPV était de 90% (35/39), 100%

(7/7) dans les VIN BG et 88% dans les VIN HG (28/32).

Pour les patientes dont le résultat du génotypage était négatif, la moyenne d’age était de 42 ans
contre 53 ans pour les patientes dont le génotypage était positif.

Parmi les 4 patientes pour lesquelles le résultat du génotypage était négatif, 3 patientes étaient
infectées par le VIH (75%) alors que la proportion de patientes VIH positives dans le groupe de patientes
au génotypage positif était de 14% (5/35). De méme, concernant les hépatites virales, les proportions
étaient respectivement de 100% (4/4) et 14% (5/35).

2 patientes sur les 4 avaient un carcinome épidermoide associé aux lésions de VIN (50% versus
4/35 soit 11%)

Chez les patientes dont le résultat du génotypage était négatif, la proportion de cas de VIN
diffuse vulvaire était de 25% (1/4). Chez les patientes au résultat positif, elle était de 37% (13/35).

L'étude du sous-type histologique basaloide ou bowenoide ne montrait pas de différence
concernant le statut du génotypage HPV.

Il n"existait aucun cas d’atteinte génitale extra-vulvaire associée chez les patientes négatives. Les
patientes porteuses d’HPV avaient dans 29% des cas (10/35) une atteinte génitale extra-vulvaire

associée.
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2.3.  Proportion des génotypes d’"HPV dans les VIN classiques

Un HPV HR était retrouvé dans 79 % des VIN classiques (57% des VIN BG et 84% des VIN HG).

Une multi-infection était observée dans 15% des cas.

Le tableau 7 décrit la distribution des génotypes d’HPV retrouvés dans les VIN classiques.

VIN BG VIN HG
n=7 n=32
Absence d’HPV détecté 0 4/32 (12%)
HPV BR 3/7 (43%) 0
HPV 6 (n=3)
HPV RI 0 1/32  (3%)
HPV 66 (n=1)
HPV HR 3/7  (43%) 22/32 (69%)
HPV 16 (n = 3) HPV 16 (n=19)
HPV 33 (n=1)
HPV 56 (n=1)
HPV 58 (n=1)
Multi-infection 1/7  (14%) 5/32 (16%)
HPV 16 4056 (n=1) HPV 1182 (n=1)

HPV 16 40 (n = 1)

HPV 334256 59 73 (n = 1)
HPV 16 3156 39 53 (n = 1)
HPV 52 70 (n=1)

Tableau 7. Distribution des types d’"HPV dans les VIN classiques.
En vert, les HPV BR

En bleu, les HPV RI
En rouge, les HPV HR

5 patientes souffraient d’un lichen scléreux vulvaire sur VIN classique (13%). 2 n’avaient pas

d’HPV détecté (2 VIN HG) et 3 étaient porteuses d’'un HPV 16 (2 VIN BG et 1 VIN HG).
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Le diagramme 14 montre la proportion des principaux génotypes d’HPV dans les VIN classiques

(n=39).

70%
HPV de bas risque HPV de haut risque

60%

50%

40%
“VIN HG

30% EVIN BG

20%

10% I
OB om e ®OE O wm o.
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Figure 14. Distribution des principaux génotypes d’'HPV.

2.3.1. Etude des sous-types histologiques de VIN HG

Dans les VIN HG, sur les 7 cas de sous-type histologique basaloide, 5 présentaient une mono-
infection (72%), 1 présentait une poly-infection (14%) et 1 n’avait pas d’"HPV détecté (14%).

Sur les 22 VIN de sous-type bowenoide, 15 étaient des mono-infections (68%), 4 présentaient
une multi-infection (18%) et 3 n’avaient pas d’HPV détecté (14%).

Le sous-type histologique (bowenoide versus basaloide) n’était pas corrélé a un type d’HPV

particulier.
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2.3.2. Etude du sous-groupe des poly-infectées

Sur les 5 patientes poly-infectées, 1 avait une VIN BG et 4 une VIN HG. Leur moyenne d’age était
de 38 ans (contre 55 ans pour le groupe des mono-infectées). Ce sous-groupe comprenait la patiente la
plus jeune de la cohorte (19 ans), et qui avait le plus grand nombre d’HPV détectés (5 génotypes

différents). Une seule était immunodéprimée par le VIH.

2.3.3. Résultat du génotypage en fonction du statut immunitaire

Parmi les 12 patientes immunodéprimées, 9 étaient infectées par HPV (75%) et 3 patientes
n’avaient pas d’HPV détecté (25%). Lorsqu’il était détecté, I'HPV était de génotype 16 (n=5 42%), 33
(n=1), 6 (n=1), 66 (n=1) ou multiple (HPV 52 et HPV 70 n=1 8%). Parmi les 27 patientes
immunocompétentes, 26 étaient infectées par HPV (96%), 1 n’avait pas d’'HPV détecté (4%). 17 étaient
infectées par HPV 16 (63%) et 5 patientes étaient multi-infectées (19%).

Parmi les 8 patientes séropositives pour le VIH, 3 avaient un génotypage négatif (37%) et 1 était
multi-infectée (13%). Parmi les 31 patientes séronégatives pour le VIH, 1 avait un génotypage négatif

(3%) et 5 étaient multi-infectées (16%).

2.3.4. Résultat du génotypage en fonction d’une atteinte génitale extra-vulvaire
associée due a HPV
Parmi les 10 patientes présentant d’autres Iésions génitales extra-vulvaires dues a HPV, toutes
avaient un HPV détecté au niveau vulvaire. Les HPV détectés étaient des HPV 16 (n=7), 33 (n=1), 6 (n=1),
et une multi-infection a HPV 52 et 70.
Parmi les 29 patientes avec une atteinte vulvaire isolée, 25 avaient un HPV détecté au niveau

vulvaire (86%), 4 n’avaient pas d’'HPV détecté (14%).
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2.4. Comparaison entre le génotypage HPV et p16

Parmiles 7 VIN BG, la p16 était positive dans les 3 cas ol un HPV HR était détecté (HPV 16 43%).
La p16 était négative dans les 3 cas ou un HPV BR était détecté (HPV 6 43%) mais aussi dans le cas d’une
multi-infection comprenant des HPV HR (HPV 16, 40 et 56 14%).

Parmi les 32 VIN HG, la p16 était toujours positive. Ces cas étaient associés a des HPV HR, des

HPV Rl ou des multi-infections avec des HPV HR.

2.5. Comparaison du résultat du génotypage sur FCU et sur prélevement

vulvaire

Les 2 patientes mono-infectées par HPV 16 au niveau cervical I'étaient aussi au niveau vulvaire.
La patiente multi-infectée par HPV 16, 56 et 59 au niveau cervical était aussi multi-infectée au niveau
vulvaire par HPV 16, 56 et 40. Parmi les 2 patientes qui n’avaient pas eu d’HPV détecté sur le FCU, l'une

n’avait pas non plus d’HPV détecté sur le prélévement vulvaire, I'autre avait un HPV 16.
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Discussion

1. Résultats principaux

1.1. Prévalence de l'infection a HPV

L'HPV a été détecté dans 88% de I’'ensemble des VIN :
- La prévalence dans les VIN classiques était de 90%

- Aucun HPV n’avait été détecté dans la VIN différenciée.

Dans la méta-analyse de De Vuyst publiée en 2008, |la prévalence d’HPV dans les VIN classiques
était comparable (84%).* Les auteurs y reprenaient 63 études analysant la distribution des types d’HPV,
dans les VIN classiques et les carcinomes vulvaires, chez 1197 patientes. Ces études avaient été publiées
entre 1986 et 2008 et concernaient les 5 continents mais plus particulierement I'Europe (34 études
européennes). Les conditions pré-analytiques et analytiques n’étaient pas standardisées, puisque issues
de nombreuses études. Les prélevements cytologiques étaient exclus, mais le type de prélevement
histologique sur lequel ces équipes avaient travaillé n’était pas précisé. La détection de ’ADN HPV se
faisait par PCR. Le géne amplifié n’était pas spécifié. Cette étude donne néanmoins une tendance

épidémiologique fiable.
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1.2.  Distribution des génotypes d’'HPV

L'HPV 16 était le génotype prédominant avec une prévalence de 64% dans notre étude. Dans la
publication de De Vuyst, sa prévalence était de 72%.** La fréquence de I'HPV 16 croissait avec la sévérité
des lésions de VIN dans notre étude (10% dans les VIN BG contre 54% dans les VIN HG), comme dans la
méta-analyse de De Vuyst (9,8% contre 71,9% respectivement)® et comme dans le col (28% pour les CIN
1, 40% pour les CIN 2 et 58% pour les CIN 3 dans la méta-analyse de Guan de 2012).*° Cela confirme que
I"HPV 16 est un HPV HR dans les Iésions vulvaires.

Dans la littérature, 'HPV 16 est détecté dans 32,2% des carcinomes épidermoides vulvaires.*®
Cette donnée est basée sur tous les carcinomes épidermoides vulvaires, qu’ils soient de type
bowenoide, basaloide ou bien différencié kératinisant. En comparaison, la méta-analyse de Guan
mettait en évidence de I'HPV 16 dans 66,7% des carcinomes du col de l'utérus en Europe.50 Une forte
prédominance d’HPV 16 a également été rapportée dans les carcinomes épidermoides ORL (30,9% des

cancers de I'oropharynx, 16% des cancers de la cavité buccale, et 16,6% des cancers du Iarynx).51

Le 2™ HPV retrouvé en terme de fréquence était I'HPV 56 (11%); il était surtout présent dans

les VIN HG (8%). Dans I’article de De Vuyst, la prévalence exacte de I’'HPV 56 n’était pas détaillée.

L’HPV 6 était le 3°™ HPV en proportion (8%). Il s’agit d’'un HPV BR et il n’a été retrouvé que dans
les VIN BG. Dans la méta-analyse de De Vuyst, 'HPV 6 était représenté dans environ 22,4% des VIN BG.

Sa prévalence n’était pas détaillée dans les VIN HG.*

Les autres HPV prédominants étaient les HPV 40, 33 et 58, avec une prévalence respective de

6%, 5% et 3%. L'HPV 40 est un HPV BR que nous avons retrouvé uniquement dans les VIN BG.

L'HPV 18 n’a pas été détecté dans notre série. Il semble étre plus rare dans les |ésions vulvaires

qgue dans les Iésions cervicales. Dans la méta-analyse d’Insinga, sa prévalence était de 4,8% dans les CIN
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et de 17,7% dans les cancers cervicaux (10,5% dans les carcinomes épidermoides contre 40,8% dans les
s . 52 . . N . N
adénocarcinomes).”™ Il a un tropisme plus glandulaire et donne plutdét naissance a des

adénocarcinomes.>®

Dans notre étude, une multi-infection était observée dans 15% des cas (14% des VIN BG et 16%
des VIN HG). De Vuyst précisait que la multi-infection décroit de 13,4% pour les VIN BG a 2,8% dans les
carcinomes épidermoides vulvaires.** Pour Srodon qui a génotypé 33 cas de VIN BG et 34 de haut grade
par PCR sur tissus fixés et inclus en paraffine, 21% des VIN BG et 12% des VIN HG présentaient plusieurs

types d’HPV.>* Nos données apparaissent concordantes avec celles de la littérature.

La distribution des HPV dans le col et dans la vulve est donc différente, avec notamment une
forte prédominance de I'HPV 16 dans la vulve. La nature de [Iépithélium vulvaire et plus
particulierement son caractére kératinisant sur le versant cutané, pourrait expliquer un tropisme
différent selon les génotypes. De plus, les muqueuses vaginales, anales et cervicales montrent une plus

grande hétérogénéité des génotypes d’HPV.*
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1.3. Confrontation du génotype HPV aux parametres cliniques

La moyenne d’age des patientes poly-infectées était de 38 ans contre 55 pour les mono-
infectées. La plus jeune patiente de la cohorte avait 19 ans et 5 génotypes différents détectés. Le
contact avec les génotypes d’"HPV muqueux a lieu tout particulierement au début de la vie sexuelle car il
s’agit d’une infection ubiquitaire.>® L’évolution se fait la plupart du temps vers la guérison, conférant un
état d’immunité acquise.”® Une minorité des infections & HPV va se traduire par une lésion intra-
épithéliale. L’évolutivité lésionnelle est tres dépendante du type d’HPV infectant. Les virus a bas risque
sont éliminés plus rapidement que ceux & haut risque.”® La vaccination prend donc tout son sens avant

le début de la vie sexuelle.

La population étudiée était aussi constituée d’un nombre important de patientes infectées par
le VIH ou prenant des traitements immunosuppresseurs. Le statut immunitaire est un facteur de risque
connu.” Dans I'étude prospective de Frisch, incluant 50 000 femmes séropositives pour le VIH, le risque
relatif de carcinomes in situ et invasifs de la vulve était respectivement de 3,9 (Cl 95% = 2-7) et 5,8 (CI
95% = 3—19,2).57 Non seulement I’HPV et le VIH sont 2 virus de transmission sexuelle, mais les HPV sont
également moins bien éliminés par le systéme immunitaire en cas d'immunodépression.

L'immunodépression n’était pas liée a un génotype particulier ni a la multi-infection.

Le site anatomique, le caractére diffus de la VIN, la présence d’autres Iésions génitales dues a

HPV ou la présence d’un carcinome épidermoide associé n’étaient pas liés a un génotype particulier.
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1.4. Confrontation du génotype HPV aux parametres histologiques

Les VIN sont tres hétérogeénes sur le plan histologique. Cette caractéristique implique une bonne

cartographie des Iésions étendues et multifocales.

Le sous-type bowenoide est prédominant dans les VIN. Cette caractéristique I'oppose aux CIN
qui sont trés majoritairement basaloides. En cela, la vulve se rapproche plus d’un revétement cutané
que muqueux.

Le sous-type histologique n’était, par contre, pas lié a un type d’HPV particulier.

L'immunomarquage pl6 était toujours positif dans les VIN HG qui étaient elles-mémes toujours
dues a des HPV HR.

Dans les VIN BG, le marquage immunohistochimique p16 était positif dans 3 cas sur 7. Dans un
seul cas, 'immunomarquage p16 négatif dans une VIN BG était associé a un HPV HR (une multi-infection
a HPV 16, 40 et 56).

Nos données confirment donc celles de la littérature selon lesquelles I'immunohistochimie p16

est un marqueur fiable, sensible et spécifique, de la présence d’un HPV HR dans les lésions de VIN.>®
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1.5. HPV et lichen scléreux

Au sein de notre population, on retrouvait 6 patientes atteintes de lichen scléreux.1 cas
survenait dans un contexte de VIN différenciée et 5 cas dans un contexte de VIN classique (13%). 3
diagnostics de lichen scléreux avaient été portés lors de I’'examen anatomo-pathologique initial et 3 cas
ont été diagnostiqués lors de cette étude par I'examen attentif du tissu conjonctif puis la réalisation de
la coloration de Verhoeff. Pour les 5 patientes atteintes d’'une VIN classique, 2 avaient un génotypage

négatif (2 VIN HG) et 3 étaient infectées par un HPV 16 (2 VIN BG et 1 VIN HG).

13% des cas de VIN classique se sont donc développés sur lichen scléreux. Il a longtemps été
admis que les lésions de lichen scléreux ne pouvaient étre associées a une VIN classique. Ce dogme est
aujourd’hui remis en question par certains auteurs. Van Seters rapporte en 2007 27 cas de VIN classique
(10 VIN 1, 11 VIN 2 et 6 VIN 3) associés a un lichen scléreux. La VIN survenait la plupart du temps aprés
le diagnostic de lichen scléreux. 7 contenaient de I’'HPV 16 et 1 de I’'HPV 59, les autres étaient négatives
pour HPV.> Il s’agissait seulement de la 2°™ étude rapportant cette association.

Au sein des Iésions de lichen scléreux, il existe souvent cliniquement des zones érosives induites
par le grattage ou des fissures favorisées par I'étirement, et constituant une potentielle porte d’entrée
pour le virus. Le lichen scléreux étant une pathologie dysimmunitaire, il pourrait aussi étre un facteur
déclenchant de la réactivation d’une infection latente a HPV. A I'inverse, I'infection par HPV créant une
inflammation, on peut imaginer qu’elle puisse étre pourvoyeuse de lichen scléreux. Par ailleurs,
I’existence de ces lésions de collision rend le diagnostic histologique d’autant plus difficile. La mise en
évidence d’un lichen scléreux ne permet donc pas d’exclure une VIN classique. Devant la fréquence de
I’association entre ces 2 lésions, une coloration de Verhoeff systématique peut étre discutée dans la

séquence diagnostique anatomo-pathologique, outre les immunomarquages pl16 et Ki67, ceci afin de

mettre en évidence un lichen scléreux dont les signes histologiques ne sont pas toujours évidents.
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1.6. Confrontation des lésions vulvaires et cervicales

Sur les 35 patientes pour lesquelles un HPV était détecté et pour lesquelles un résultat de FCU
était disponible, seulement 13% présentaient un FCU anormal. Dans la publication de McNally, 25% des
patientes des patientes suivies pour une VIN 3 avaient un antécédent de CIN.%® L’atteinte vulvaire était
le plus souvent isolée (dans 75% des cas) et n’impliquait pas la muqueuse cervicale qui est pourtant une
zone de fragilité mécanique et immunitaire avec une mauvaise présentation antigénique par les cellules

dendritiques cervicales. La composition différente en kératine du revétement vulvaire et de la

mugqueuse cervicale pourrait étre a I'origine d’une susceptibilité différente a I'infection HPV.

L'étude étant rétrospective, les FCU n’ont malheureusement pas tous été réalisés
simultanément avec le prélevement vulvaire. Les FCU avaient été réalisés entre 8 ans avant et 1 an
apres le prélevement vulvaire. Il est donc possible que le virus ait infecté transitoirement le col puis ait

été éliminé, ou qu’il y soit présent a I'état latent.

Le nombre réduit de FCU récoltés et le délai de leur réalisation par rapport a la date du
prélevement vulvaire ne permettent pas d’établir un lien entre I'atteinte vulvaire et cervicale. Cette
donnée reste tout de méme intéressante et nécessiterait une étude prospective dans laquelle le FCU

serait réalisé de maniére concomitante au prélévement vulvaire.
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2. Evaluation des techniques

2.1. Résultats non contributifs

Sur un total de 48 prélevements pour lesquels nous avons effectué le génotypage, 40 avaient un
examen contributif. Lorsque le contréle qualité d’échantillon de la puce Papillochek® était négatif, les
contréles de PCR et d’hybridation I'étaient aussi. Il s’agit donc d’une technique robuste avec de
multiples systemes de contréle. Il convient aussi de souligner que la puce PapilloCheck® n’est pas
congue pour les prélevements issus de tissus fixés et inclus en paraffine. Le rendement était par

conséquent tres satisfaisant.

La technique de fixation formolée était standardisée (fixation au formol neutre tamponné a 10%

et durée de fixation inférieure a 48h pour les biopsies et a 72h pour les pieces de vulvectomie).

L’ADN se dégrade au cours du temps et en fonction des conditions de stockage.®* De ce fait,
nous avons pris le parti d’inclure des patientes prises en charge au cours des 4 derniéres années. Ceci
assurait un rendement optimal de la technique au détriment de I'effectif de la cohorte. Les effectifs ne
sont pas suffisants pour que ces données puissent étre statistiquement significatives. Toutefois, sur une
durée d’un peu plus de 4 ans, la performance de la technique apparait indépendante de la durée de
conservation de nos échantillons, puisque la moyenne de la durée de conservation pour les

prélevements contributifs et non contributifs était respectivement de 23 et 31 mois.

Nous avons contrélé la qualité de ’ADN de I’échantillon en effectuant, pour ces cas aux résultats
non contributifs, une PCR du géne de la béta-globine. Le géne de la béta-globine est d’expression
ubiquitaire, il est classiquement utilisé en PCR comme témoin de la qualité de I’ADN extrait. Ce test a
permis de confirmer la qualité de 'ADN extrait. Cette approche ne permet toutefois pas de qualifier
I’ADN viral épisomal probablement plus fragile. Nous avons aussi effectué des tests de dilution du

produit d’extraction de ’ADN mais sans impact sur le résultat.
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Ces cas peuvent s’expliquer par |'effet de la fixation formolée. Le formol induit la formation
d’adduits protéine-ADN irréversibles. Ces lésions peuvent entrainer la perte de I’ADN lors de I'étape
d’extraction car les adduits protéines-ADN sont éliminés durant la phase de purification. D’autre part,
ces adduits empéchent I'amplification lors de la PCR.®" Dans les groupes pour lesquels la technique était
contributive et non contributive, la proportion de prélévements biopsiques était respectivement de 57%
et 62%. Ni le type de prélevement, ni la durée de fixation ne semblent donc étre en cause dans ces

résultats non contributifs.

Au total, nous avons obtenu un rendement de génotypage de 83% et aucun facteur prédictif de
résultat non contributif ne semble s'imposer, ni le type de préléevement, ni la durée de fixation, ni la
durée de stockage. Seulement 5 études ayant réalisé un génotypage HPV sur tissus vulvaires fixés et

2939546263 Cas études sont

inclus en paraffine ont été publiées. Leur rendement oscillait entre 80 et 90%.
cependant difficiles a comparer car tres hétérogénes. Leur effectif variait de 17 a 587 patientes. Elles

utilisaient des méthodes différentes de génotypage (amplification par PCR du géne L1 de 4 a 54 types

d’HPV avec différents primers et différentes techniques de révélation)
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2.2.  Résultats négatifs

Dans notre étude, 9 cas ont dus étre testés 2 fois car le premier résultat montrait des témoins
valides mais aucun HPV détecté. Méme a l'issue de ces tests itératifs sur 2 blocs différents, 5 patientes

demeurent négatives soit 10% (dont la VIN différenciée).

Chez une méme patiente, les lésions de VIN sont, comme le montrent les coupes histologiques,
discontinues et souvent hétérogeénes. Ceci pourrait expliquer que le changement de bloc en cas
d’absence de détection d’HPV avec un témoin ADN positif permette finalement d’isoler un type d’"HPV.

Dans la méta-analyse de De Vuyst 32,2% des VIN BG et 14,7% des VIN HG sont HPV négatives.®
Dans notre étude, aucune VIN BG n’était négative. L'étude de Bryant qui utilisait notre technique de
génotypage PapilloCheck® sur tissus fixés dans un liquide de conservation pour prélevement cytologique

avait un taux de résultats négatifs de 17,3% (proportion dans les VIN BG et HG non détaillée).**

Il ne s’agissait pas d’un défaut de conservation de I’ADN viral ou de la présence d’inhibiteurs
dans le mélange des réactifs de PCR puisque tous nos cas étaient validés par des témoins d’échantillon,

de PCR et d’hybridation.

La charge virale est importante au début de I'infection, a la phase productive, quand I’ADN viral
est sous forme épisomale et au stade de cancer lorsque les cellules dérivent du méme clone. Au stade
intermédiaire de dysplasie, les cellules peuvent, dans certains cas, étre infectées par un nombre faible
de copies d’ADN viral mais exprimer une grande quantité d’ARN messager E6 et E7.> L’ADN viral est alors
indétectable. De plus, le pourcentage de cellules tumorales variait de 10 a 50% en fonction des

échantillons et une cellularité tumorale faible rend la détection d’ADN difficile.

La puce détecte 25 types d’HPV qui sont ceux principalement retrouvés dans les Iésions

cervicales des populations européennes. Il est possible que ces patientes négatives soient issues d’une
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population contaminée par des génotypes d’HPV peu fréquents en Europe ou par des génotypes
spécifiquement vulvaires, non testés sur la puce. Une possibilité d’optimisation de la technique

reposerait donc sur un élargissement du spectre des types d’"HPV détectés.

La détection du génome viral se faisait sur le géne E1. Il a été montré que lors du processus de
carcinogénése, ’ADN viral est clivé. Ce point de clivage est variable.®® S’il se situe sur la séquence de E1
amplifiée par le systeme PapilloChek®, la PCR n’amplifie pas cette séquence tronquée et I’ADN viral n’est
pas détecté. Cette hypothese est appuyée par le fait que tous les résultats négatifs sont observés sur
des lésions de haut grade, Iésions au sein desquelles I’ADN viral a plus de probabilité d’étre intégré au
génome cellulaire. Un génotypage HPV négatif pourrait donc étre prédictif d’'une intégration du génome
de I'HPV au génome de la cellule hote et donc de pronostic péjoratif, au méme titre que la détection
d’un HPV HR. Pour Van de Nieuwenhof et Alonso, il n’existe pas de différence de pronostic entre des
carcinomes épidermoides vulvaires invasifs HPV-positifs et HPV-négatifs.*®

Le choix d’une technique de PCR amplifiant le gene E1 permet toutefois de minimiser ces faux
négatifs dus a une recombinaison génétique. En effet, la recombinaison génétique survient plus
fréquemment sur le géne L1, amplifié par les autres kits de détection, que sur le géne E1.°

Pour pallier a cette difficulté, une nouvelle méthode de détection amplifiant les oncogénes E6

ou E7 est en cours de validation.

La forte proportion de patientes immunodéprimées et séropositives pour le VIH pourrait
suggérer une épidémiologie virale différente de ces populations. L'étude de Gongalves a montré un

spectre d’HPV plus large chez les patientes brésiliennes infectées par le virus du SIDA.®’
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3. Classification ISSVD 2005

La confusion concernant la terminologie explique la difficulté d’analyser les études publiées et
d’en réaliser une synthése. Nous avons choisi d’utiliser la classification de I’'OMS 2014 car elle est encore
largement utilisée et permet d’inclure des VIN BG afin de faire une analyse épidémiologique exhaustive.

Dans la publication de Logani, 70% des VIN BG étaient dus a des HPV BR.* Dans la méta-analyse
de De Vuyst 22,4% des VIN BG contenaient de I'HPV 6, 9% de I’'HPV 11 mais aussi 9,8% de 'HPV 16 (HPV
HR).* Cela va plutdt dans le sens de la nouvelle classification internationale de I'ISSVD** qui exclue les
VIN BG. Il s’agirait de |ésions bénignes et le terme « néoplasie intra-épithéliale » serait trompeur. Les
VIN BG désignent des lésions avec atypies légeres basales. Leur difficulté diagnostique est bien illustrée
par I’étude de Van Beurden. Dans cet article, 44% des biopsies initialement diagnostiquées comme
normales sur HE étaient reclassées aprés relecture avec immunomarquage Ki67 en VIN BG et 40% des
biopsies initialement étiquetées VIN BG sur HE étaient reclassées normales aprés immunomarquage
Ki67.%® Cette étude confirme la nécessité du recours a I'immunohistochimie p16 et Ki67 dans le
diagnostic des VIN, comme le recommande 'oms.*

Ces lésions, qui ne font plus partie des VIN a proprement parler dans la nouvelle classification
internationale, étaient, dans notre étude, associées a des HPV HR dans 57% des cas. Le diagnostic des 7
cas de VIN BG était certain car I'exérése emportait toute la Iésion et la piece d’exérese était analysée en
totalité. Les VIN BG s’opposent en cela aux CIN 1 qui sont dus a des HPV HR la plupart du temps. Dans la
méta-analyse de Insinga, seulement 10% des CIN 1 sont dus & des HPV BR.>> On peut alors émettre
I’hypothése que de telles Iésions de bas grade, contenant des HPV HR, évoluent vers d’authentiques VIN
HG. Les VIN BG contenant des HPV BR sont cliniquement et histologiquement indiscernables des VIN BG
contenant des HPV HR. Un génotypage HPV deviendrait intéressant s’il mettait en évidence un HPV HR,

ces patientes seraient a surveiller plus étroitement.
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4. Perspectives

Notre étude contribue a la connaissance de I'épidémiologie des HPV dans la vulve en identifiant,
grace au systeme PapilloCheck®, 25 génotypes différents. Notre technique est novatrice et n’a jamais

été publiée sur des préléevements vulvaires fixés au formol et inclus en paraffine.

Il s’agit d’'une maladie rare pour laquelle la majorité des études travaille malheureusement sur
de petits effectifs, avec des résultats souvent uniquement descriptifs.

Le caractere unicentrique de cette étude induit inévitablement un biais de recrutement car la
population étudiée est un échantillon de femmes se faisant suivre au CHU, dans la région nigoise. La
forte proportion de patientes immunodéprimées dans notre cohorte témoigne certainement de ce biais
de sélection géographique et social. Une étude prospective impliquant plusieurs centres permettrait de
pallier I'effectif réduit et le biais de sélection.

Cette technique de génotypage de I'HPV est un outil nouveau et puissant mais présente des
limites. Il est nécessaire de réitérer la technique en sélectionnant un autre bloc, en cas de résultat non
contributif mais aussi en cas de résultat négatif. Sur les 5 études publiées sur le génotypage HPV réalisé
sur prélevements vulvaires fixés et inclus en paraffine, 2 études effectuaient 2 techniques différentes de
génotypage afin de diminuer le nombre de résultats négatifs.

Il s’agissait d’une étude rétrospective dont les limites techniques diminuaient le nombre de
résultats contributifs. L'effectif de départ de 48 patientes était réduit a 40, ce qui ne permet pas
d’analyse statistique et les résultats restent descriptifs. Une étude prospective sur préléevements a I’état
frais ou congelés pourrait faire I'objet de la suite de ce projet.

Wilkinson montre que dans les Iésions multifocales, chaque Iésion provient d’un clone différent.
Les Iésions étendues confluentes résulteraient d’'une extension centrifuge d’un seul clone cellulaire ou
de la confluence de différents clones séparés.®”’ Il peut donc étre également pertinent de réaliser un

génotypage sur plusieurs échantillons d’'un méme sujet.
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Conclusion

Notre étude, par ses résultats comparables a ceux de la littérature, valide la méthode de
génotypage développée sur préléevements cervicaux fixés et inclus en paraffine. Cette technique est

applicable aux prélevements vulvaires.

La prévalence de I’'HPV dans les VIN classiques était de 90%. Les HPV HR étaient retrouvés dans
79% des cas (57% des VIN BG et 84% des VIN HG). On retrouvait une forte prévalence de I’'HPV 16 (64%).
Notre étude montrait un taux important de multi-infection chez les jeunes patientes. Un génotypage
négatif s’observait plus fréquemment dans les VIN HG. Des études complémentaires sont cependant

nécessaires pour préciser ces données.

Notre approche multidisciplinaire a permis de préciser la prise en charge des VIN aussi bien sur
le plan clinique qu’anatomo-pathologique ou virologique.

L'hétérogénéité histologique des Iésions de VIN nécessite une cartographie correcte des lésions
multifocales ou étendues.

En cas de suspicion de VIN, les traditionnels immunomarquages pl16 et Ki67 doivent étre
complétés, au laboratoire d’anatomo-pathologie, par une coloration de Verhoeff systématique.

Sur le plan virologique, un génotypage des VIN BG serait a discuter. Si un HPV HR était détecté,
la surveillance clinique devrait étre accrue. Un élargissement du spectre de détection pourrait aussi étre

nécessaire pour mettre en évidence d’éventuels HPV a tropisme vulvaire.

Plusieurs points restent cependant a élucider, notamment la forte proportion de lésions
vulvaires isolées, I'association entre le lichen scléreux et les VIN classiques et I'éventualité d’une

progression des VIN BG dues a des HPV HR vers des VIN HG.
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Résumé

Introduction. Les néoplasies intra épithéliales vulvaires (VIN) sont les précurseurs des carcinomes
épidermoides vulvaires. Notre objectif était de valider une technique de génotypage sur prélévements
vulvaires fixés au formol et inclus en paraffine et de définir les caractéristiques cliniques, histologiques
et virologiques des VIN.

Méthodes. Nous avons réalisé une étude observationnelle, rétrospective, des cas de VIN diagnostiqués
dans le laboratoire central d’anatomo-pathologie du CHU de Nice entre le 1°" janvier 2010 et le 10 avril
2014. Nous avons effectué un génotypage des papillomavirus humains (HPV) par polymerase chain
reaction grace au systeme PapilloCheck® et nous avons confronté ces résultats aux données anatomo-
cliniques.

Résultats. 40 cas de VIN ont été étudiés. Il n’a pas été détecté d’HPV dans la VIN différenciée. La
prévalence de l'infection HPV dans les 39 cas de VIN classique était de 90%. Parmi les HPV de haut
risque, le génotype prédominant était HPV 16 (10% des VIN de bas grade et 54% des VIN de haut grade)
puis HPV 56 (3% des VIN de bas grade et 8% des VIN de haut grade) et HPV 33 (5% des VIN de haut
grade). Parmi les HPV de bas risque, 'HPV 6 était détecté dans 8% des VIN de bas grade. 25% des
patientes avaient une atteinte génitale extra-vulvaire associée. 13% des cas de VIN classiques étaient
associés a un lichen scléreux. On observait un taux important de multi-infection chez les patientes
jeunes.

Conclusion. Notre étude, concordante avec les données de la littérature, valide cette technique de
génotypage. Notre analyse a permis de conclure a la nécessité d’une coloration de Verhoeff
systématique dans la séquence diagnostique anatomo-pathologique. Un génotypage des VIN de bas
grade serait a discuter car s’il mettait en évidence un HPV HR, ces patientes seraient a surveiller plus

étroitement.
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Annexes

Annexe 1. Iconographie de la patiente n°18 (Résultat du génotypage : HPV 16)

a. Lésion érythémateuse et pigmentée du capuchon clitoridien (photographie transmise par le Docteur
Angeli)

b. VIN HG de sous-type basaloide. Acanthose avec koilocytes, cellules dyskératosiques et parakératose
(HESx100).

c. Immunomarquage Ki67. Marquage nucléaire de toute la hauteur de I'épithélium (x100).

d. Immunomarquage p16. Marquage cytoplasmique et nucléaire intense de toute la Iésion (x100).
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Annexe 2. Iconographie de la patiente n°20 (Résultat du génotypage : HPV 16)

a. Lésion leucoplasique de la fourchette et de la petite lévre gauche (photographie transmise par le
Docteur Angeli).

b. VIN HG de sous-type bowenoide. Lésion papillomateuse acanthosique avec atypies marquées,
koilocytes et nombreuses cellules dyskératosiques. Hyperkératose majeure avec parakératose
(HESx20).

c. Immunomarquage Ki67. Marquage nucléaire sur toute la hauteur de I'épithélium (x20).
Immunomarquage p1l6. Marquage cytoplasmique et nucléaire intense de toute la Iésion (x20).
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Annexe 3. Iconographie de la patiente n°22 (Résultat du génotypage : HPV 16).

a. Lésion verruqueuse de la fourchette vulvaire focalement érosive, associée a une lésion polypoide de
I’anus correspondant a une AIN (photographie transmise par le Docteur Angeli).

b. VIN HG de sous-type bowenoide. Papillomatose avec atypies, koilocytes et nombreuses cellules
dyskératosiques. Légére parakératose. Infiltrat inflammatoire dermique lymphocytaire (HESx100).

c. Immunomarquage Ki67. Marquage nucléaire de toute la hauteur de I'épithélium (x100).

d. Immunomarquage p1l6. Marquage cytoplasmique et nucléaire intense linéaire horizontal continu de
toute la lésion (x100).
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Annexe 4. Iconographie de la patiente n°21 (Résultat du génotypage : HPV 16).

a. Lésion maculeuse pigmentée du sillon génito-crural (zone cerclée sur la photographie). Suspicion
clinique de lichen scléreux sur prurit périnéal et dyspareunie (photographie transmise par le Docteur
Angeli).

b. VIN HG de sous-type basaloide. Papillomatose avec prolifération de petites cellules monomorphes.
Présence de mélanophages dermiques superficiels donnant I'aspect clinique pigmenté (HESx100)

c. Coloration de Verhoeff (réalisée sur un préléevement de la zone marquée au feutre de la petite levre
gauche). Disparition des fibres élastiques du derme superficiel au niveau d’une bande discretement
fibro-hyaline authentifiant le lichen scléreux (x100).
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