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Abréviations

ARNmM : Acide ribonucléique messager

ASCO : American society of clinical oncology
CDKNL1C : Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C
DISH : Dual in situ hybridization

DMP : Dysplasie mésenchymateuse du placenta
EDTA : Acide éthylene-diamine-tétra-acétique
FCH : Fausse couche hydropique

FISH : Fluorescent in situ hybridization

HER2 : Human epidermal growth factor receptor-2
IHC : Immunohistochimie

MAB : Mosaicisme androgénétique/biparental
MFIU : Mort feetale in utero

MHC : Méle hydatiforme compléte

MHP : M6le hydatiforme partielle

Q-RT-PCR : Quantitative - reverse transcriptase - polymerase chain reaction

RCIU : Retard de croissance intra-utérin

SA : Semaines d’aménorrhée

SBW : Syndrome de Beckwith-Wiedemann
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Introduction

La Dysplasie Mésenchymateuse du Placenta (DMP) est définie par 1’association de :
- une placentomégalie
- une dilatation des vaisseaux de la plaque choriale, pouvant étre associée a celle des
vaisseaux des villosités et/ou du cordon ombilicale
- une modification des troncs villositaires apparaissant Kystiques, en « grappes de

raisins »

Depuis la fin des années 1980, des placentas volumineux avec des fecetus normaux ont été
décrits, se confondant ainsi avec des méles hydatiformes completes ou partielles.

Takayama et al., en 1986, furent probablement les premiers a rapporter le cas d’un placenta
d’environ 1500 g a 34 semaines d’aménorrhée — pour une normale théorique a 382 g — avec
les caractéristiques d’une DMP, associ¢ a un feetus atteint d’un syndrome de Beckwith-
Wiedemann (SBW) présentant, notamment, une omphalocele.

De nombreux termes ont alors été employés durant les années 1990 pour décrire cette entité :

« hyperplasie mésenchymateuse diffuse associée a des malformations vasculaires

placentaires »
-« pseudo-mole partielle »
- placenta « bizarre »

-« placentomégalie avec hydrops massif des troncs villositaires »

En 1997, le terme de « Dysplasie Mésenchymateuse Placentaire » est utilisé par Jauniaux et
al., qui vont affiner sa description au moyen de 6 cas personnels confrontés a 16 cas de la
littérature. De plus, ils constatent une association dans 50% des cas avec un SBW et observent

11



une prédominance féminine. Ils émettent I’hypothése d’une « hypovascularisation des lobules
dysplasiques induisant une dilatation variqueuse et anévrysmale des vaisseaux chorioniques

de fagon progressive » pour expliquer cette pathologie.

L’incidence n’est pas claire a ce jour: quelques études rapportent des incidences trés
variables :

- Arizawa et Nakayama retrouvent 7 cas de DMP parmi les 30758 placentas de leur
centre, durant 21 années, soit une incidence de 0,02%. Cette valeur est celle qui est
actuellement la plus citée. Elle ne refléte cependant que 1’incidence des placentas
faisant 1’objet d’une demande d’examen placentaire.

- Allias et al. retrouvent 3 cas sur 3378, soit 0,09% sur une période de 7 ans.

- Zeng et al. retrouvent seulement 2 cas sur une grande série de 95265 placentas ; soit
0,002%.

Cette derniére étude fut cependant critiquée et contestée car une sous-estimation était
fortement probable devant I’absence d’examen macroscopique de placenta de feetus de 1% et
2" trimestre et de prématurés par un pathologiste. Cet examen était fait par un technicien seul.
Or, la DMP est fréequemment associée a une Mort Feetale In Utero (MFIU), une prééclampsie,

un SBW et des anomalies foetales.

A noter, I’étude de Paradinas et al. qui en 2001 retrouvaient 15 cas de DMP initialement
diagnostiqués comme moles partielles, parmi 7560 cas de maladies molaires étudiées. Cette
incidence de 0,2% de DMP parmi toutes les pathologies molaires a été mal interprétée par

certains auteurs ensuite.

Cette pathologie est fréquemment 1’objet d’associations feeto-pathologiques :

12



- Le SBW, qui est un syndrome génétique caractérisé par une croissance excessive
(macroglossie, viscéralomégalie, gigantisme secondaire), des malformations
congeénitales (faciés caractéristiques avec yeux proéminents, anomalies des oreilles
avec notamment rainures ou trous des lobules, anomalies de la paroi abdominale avec
omphalocéle ou hernie ombilicale simple, malformations cardiaques, rénales, etc), une
hypoglycémie, surtout en période néonatale, pouvant étre Iétale et une prédisposition
tumorale (principalement des tumeurs embryonnaires, hépatiques et surrénaliennes).
Ce syndrome pan-ethnique posséde une incidence de 1 cas pour 13700 naissances et
est sporadique dans 85% des cas. Il serait di a des altérations épigénétiques ou
génétiques qui dérégulent I’empreinte parentale des génes de la région 11pl5.5,
activant ainsi le gene Insulin-like Growth Factor-2 (IGF-2), impliqué dans la
croissance foetale.

De plus, une perte d’activité d’autres génes a été décrite : p57 et H19 situés dans la
méme région du chromosome 11, provoquant la prédisposition aux tumeurs.
Le SBW est actuellement constaté dans 19 a 25% des cas de DMP.

- Le retard de croissance intra-utérin (RCIU) concernant environ 50% des feetus

- La MFIU, retrouvée dans un tiers des cas.

- Des tumeurs hépatiques, dont la plus fréquente est I’hamartome mésenchymateux du
foie.

- Des aneuploidies : trisomie 13, syndrome de Klinefelter, etc ; mais dont 1’association

n’est pas clairement établie (survenue fortuite probable).

Les hypothéses étiologiques furent nombreuses (processus ischémique, malformation du
mésoderme, dérégulation impliquant VEGF-D et VEGFR-3 ou les génes du spectre du SBW,

etc) jusqu’a ce que Hoffner et al. détectent des cellules d’origine androgénétique dans les
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conceptions chimériques en objectivant une différence de signature génétique entre le stroma
et le cytotrophoblaste des villosités. Ce mosaicisme androgénétique/biparentale (MAB) est
également la cause du SBW, quand il est associé a la DMP, qui entraine 1’altération de la
régulation des génes a empreinte parentale, notamment p57. Le schéma suivant permet de
comprendre le confinement possible du MAB au placenta (b), expliquant I’absence du SBW

chez le feetus.

—~®
/% C

A

Fig. (1). The development of a human embryo to the blastocyst stage. The different colors at the e1ght cell stage represent mosaicism of nor-
mal blastomeres (green) and blastomeres carrying mitotically derived aneuploidies and mitotic structural aberrations (orange. red. blue and

brown). When the embryo reaches blastocyst stage. the aberrant cells can be lost due to negative selection (a); they can segregate to the tro-
phectoderm only. leading to confined placental mosaicism (b): or they can be found in both the inner cell mass and the trophectoderm result-

ing in an embryo that is affected in certain tissues (c).

Robberecht et al. Somatic genomic variations in early human prenatal development. Curr Genomics.
2010.

Dans le cas du diagnostic de DMP, I’é¢tude immunohistochimique ne fut pas d’un grand
apport jusqu’a ce que p57 soit utilisé pour distinguer les moles hydatiformes, puis la DMP.
Cette confusion entre maladie trophoblastique et DMP persiste toujours car cette derniére est
rare et méconnue. Cependant, éliminer une mole hydatiforme permet d’écarter le risque de

transformation maligne et d’éviter le suivi prolongé du taux de B-HCG.
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Actuellement, dans la littérature, environ 120 cas sont recensés, mais seuls les plus récents
sont caractérisés avec p57 ou une étude du MAB. Il est convenu que 1’étude de p57 en

immunohistochimie, avec la présence d’un marquage positif du trophoblaste et négatif du

mésenchyme, refléte ce MAB.
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Etude

L’expression de pB-caténine est différente entre la dysplasie mésenchymateuse du

placenta et ses diagnostics différentiels

Reésumé :

Introduction : L’immunomarquage p57 est un marqueur clé pour différencier la dysplasie
mésenchymateuse du placenta et les méles hydatiformes. Son expression particuliere traduit
des anomalies de conception, notamment a travers les genes a empreinte parentale.
Cependant, I’interprétation de ce marqueur peut étre difficile ou ambigué dans le cas de
placentas au terme avancé. Un marqueur immunohistochimique additionnel serait utile.
B-caténine est une protéine importante dans le développement embryonnaire, 1’adhésion et la
motilité cellulaires. Concernant les maladies placentaires, cette protéine n’a été étudiée que
dans de rares études. Nous souhaitons évaluer ce marqueur dans une série de dysplasies
mésenchymateuses du placenta et de ses diagnostics différentiels.

Méthodes : Nous étudions I’immunomarquage de p57 et de P-caténine, en appliquant une
regle précise de lecture. La série rassemble des pathologies placentaires — dysplasie
mésenchymateuse (n=9), mole hydatiforme compléte (n=14), partielle (n=9) et des fausses
couches hydropiques (n=5) — comparées a une série de produits placentaires non molaires et
non dysplasiques de terme gestationnels trés larges (n=13) et a quelques placentas normaux
dont le feetus est atteint du syndrome de Beckwith-Wiedemann (n=3).

Résultats : L’immunomarquage de p57 correspond a celui attendu dans les cas de moles
hydatiformes complétes. Néanmoins, ceux de 5 cas de dysplasies mésenchymateuses du

placenta et d’une mole hydatiforme partielle apparaissent discordants ou ambigus.
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Nous avons ¢élaboré une régle de lecture particuliére pour 1’anticorps anti-p-caténine. Elle
montre une diminution d’expression de la protéine, sans marquage nucléaire, pour les cas de
dysplasie mésenchymateuse ; alors que les moles hydatiformes et les fausses couches
hydropiques présentent des signaux membranaire, cytoplasmique et nucléaire forts.

Discussion : Grace a notre régle de lecture, nous observons une différence d’expression du
marqueur immunohistochimique p-caténine entre les dysplasies mésenchymateuses du
placenta et ses diagnostics différentiels. Cela permet d’aider au diagnostic, en complément de
p57. Nous proposons un algorithme décisionnel, intégrant un score associant 1’expression
immunohistochimique de p57 et de B-caténine, qui permet de diagnostiquer la dysplasie

mésenchymateuse du placenta et d’écarter les maladies trophoblastiques.

1. Introduction :

La dysplasie mésenchymateuse du placenta (DMP) est une entité rare, décrite pour la
premiere fois en 1986 (1), qui a été bien définie en 1991 (2) et dénommeée en 1997 (3). Dans
la littérature sont recensés environ 120 cas de DMP (4,5). Son incidence a été évaluée entre
0,02% (6) a 0,09% (7) pour les placentas adressés pour examen anatomo-pathologique ; une
étude retrouve une fréquence plus rare (8), mais les critéres diagnostiques n’étaient pas les
mémes (9). Cette pathologie est caractérisée par une placentomégalie, des pseudo-kystes en
grappes de raisins au niveau des troncs villositaires et des anomalies des vaisseaux de la
plaque choriale (2,10-13). Elle est associée au Syndrome de Beckwith-Wiedemann (SBW)
dans 19 a 25% des cas (12,14), mais aussi a un retard de croissance intra-utérin (4,15). Le
diagnostic de DMP peut étre suspecté précocement par échographie avec des signes assez
spécifiques (16) : kystes visibles durant la premiére moitié de la grossesse, vaisseaux dilatés

au troisiéme trimestre et le signe du « vitrail » au Doppler couleur (17).
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Le diagnostic différentiel de cette pathologie placentaire rare se pose réellement avec les
maladies trophoblastiques, plus particulierement la méle hydatiforme partielle (MHP), avec
des ressemblances sur le plan échographique (18) et macroscopique : présence d’un feetus
avec un placenta pseudo-molaire (19). La moéle hydatiforme compléte (MHC), en particulier
associée a une grossesse normale, et la fausse couche hydropique (FCH) sont également des
diagnostics différentiels qui peuvent poser probléme et confondre une DMP (18), surtout d’un
point de vue microscopique avec de troncs villositaires dilatés.

Le gene suppresseur de tumeur Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (CDKN1C) est soumis a
I’empreinte parentale et est situé au niveau de la région 11p15.5 (20). La traduction de ce
géne aboutit a la protéine p57. En immunohistochimie (IHC), p57 permet de différencier la
MHP, la MHC et la DMP. En effet, I’expression de cette protéine refléte les anomalies de
conception liées a ces pathologies. La pathogénie des MHP est due a un lot chromosomique
paternel surnuméraire aboutissant a une triploidie (ou rarement une tétraploidie, avec 2 lots
chromosomiques) et a la présence d’un feetus (21). Le marquage de p57 est similaire a celui
d’un placenta non molaire car un lot chromosomique maternel est présent (22-24). A
I’inverse, 1’absence de patrimoine génétique maternelle, dans tout le génome, se traduit par
une perte d’expression de p57 (22-25), comme pour les MHC. La pathogénie des MHC n’est
pas clairement identifiée mais les études cytogénétiques suggérent un mécanisme ou un
ovocyte sans génome maternel est fécondé par un spermatozoide secondairement dupliqué
(diandrie) ou par deux spermatozoides (dispermie). Par ailleurs, la DMP est le résultat d’un
mosaicisme androgénétique/biparental (MAB) (12,26-28) qui explique 1’absence
d’expression de p57 au niveau des cellules mésenchymateuses des troncs villositaires et sa
présence au niveau du cytotrophoblaste (29,30). L’absence de SBW associé peut s’expliquer

par la non-extension du mosaicisme cellulaire au feetus (31,32), c’est-a-dire que les cellules
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atteintes de MAB restent au niveau du trophectoderme seulement, conduisant a un
mosaicisme confiné au placenta et n’affectant pas 1’embryon.

Cependant, I’interprétation de p57 peut étre difficile dans certains cas: un terme avancé
entrainant une diminution du nombre de cellules cytotrophoblastiques, une expression
ambigué avec un pourcentage de cellules marquées entre 10 et 50% (33), un marquage peu
intense ou focal.

Un second marqueur immunohistochimique pourrait étre utile pour départager les cas
d’interprétation difficile ou pour conforter un diagnostic. B-caténine, dont le gene est
CTNNBL1 (catenin (cadherin-associated protein) beta 1), joue un r6le important dans les
processus développementaux, plus particulierement la structuration embryonnaire, en lien
avec I’activation de Wnt. B-caténine est aussi impliquée dans les phénomeénes d’adhésion et
de motilité cellulaires, interagissant avec les cadhérines. Les protéines de la voie de
signalisation Wnt sont des marqueurs de pré-éclampsie (34).

L’expression de P-caténine a fait 1’objet de quelques études relatives aux maladies
trophoblastiques, mais une seule & la DMP : Takahashi et al. retrouvent une diminution des
acides ribonucléiques messagers (ARNm) et du signal en IHC (sans description du type de
signal) d’un placenta atteint d¢ DMP comparée a un placenta normal (35). Concernant les
maladies trophoblastiques, Candelier et al. observent, dans 8 cas de MHP et 14 de MHC, une
expression similaire du marqueur immunohistochimique B-caténine a celle de placentas
normaux, de termes semblables. Ce signal est localisé au niveau des membranes des cellules
cytotrophoblastiques, mais également au niveau de leur cytoplasme et/ou de leur noyau (36).
De plus, I’endothélium des vaisseaux des villosités semble étre marque dans le cas de MHP.
Wong et al. ont étudié 60 cas de MHC comparés a 60 produits gestationnels normaux :
I’expression immunohistochimique de B-caténine était diminueée au niveau membranaire et

nucléaire (37). L’étude de ’ARNm par Q-RT-PCR de 40 de ces cas de MHC et de 40 cas de
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placentas normaux retrouvent une positivité de 25% et 33% respectivement, avec des niveaux
d’expression inférieurs pour les cas de produits molaires. Ces auteurs ont également proposé
un score de lecture pour I’expression nucléaire de f-caténine en multipliant le pourcentage de
cellules marquées et la valeur attribuée a I’intensité du marquage (score de 0 a 4), aboutissant
a un résultat entre 0 et 400. Malheureusement, ce score ne distingue pas le type de cellules
analysées, ni les autres localisations cellulaires du marquage.

Le but de notre étude est d’évaluer la pertinence d’un second marqueur immunohistochimique
— B-caténine — pour faciliter le diagnostic positif de DMP et éliminer le diagnostic différentiel
de la maladie trophoblastique, en tenant compte du terme de la grossesse. Notre étude
insistera sur une regle de lecture de cet anticorps pour aider a la reproductibilité de son
interprétation. Cette régle sera intégrée a un score immunohistochimique a deux marqueurs

(p57 et B-caténine) qui permettra d’affirmer ou d’infirmer le diagnostic de DMP.

2. Méthodes

2.1. Echantillons :

Nous avons recueilli 9 cas de DMP de trois centres a partir de 15 ans de recueils placentaires
(environ 1000 placentas par an et par centre). Cinq étaient associés a un feetus atteint du
SBW. Les ages gestationnels allaient de 13 semaines d’aménorrhée (SA) + 6 jours a 37 SA +
5 jours. Dix cas de MHC (de 5 a 13 SA, ajoutés a 4 cas dont le terme n’est pas connu), 6 de
MHP (de 8 a 16 SA + 4 jours, ajoutés a 3 cas dont le terme n’est pas connu), 5 de fausses
couches hydropiques (FCH) (de 6 SA + 4 jours a 14 SA), 3 cas de placentas non molaires et
non dysplasiques associés a un feetus porteur du SBW (de 17 a 36 SA + 6 jours) ont eté
inclus.

Ces maladies placentaires ont éte comparées a 13 placentas non molaires et non dysplasiques

dont les termes étaient compris entre 6 et 39 SA + 3 jours.
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Hormis 5 cas de MHP provenant d’un 4°™ centre, tous les cas, autres que les DMP,

provenaient du centre hospitalier de Brest.

2.2. Immunohistochimie :

Les IHC p57 et B-caténine ont été réalisées sur tissus fixés au formol et inclus en paraffine.
Des coupes de 4 pm d’épaisseur ont ensuite été utilisées sur un systeme automatisé de
préparation de lame Ventana Benchmark® (Roche Diagnostics, Meylan, France), en se
servant de I’« ultraView DAB Detection Kit» (Roche Diagnostics). Le démasquage
antigénique a été réalisé par chaleur dans une solution EDTA (acide éthyléne-diamine-tétra-
acétique), pH 8.4, pendant 60 minutes. Une solution d’anticorps monoclonal primaire pré-
diluée de p57 (clone 57P0O6, MS-1062-R7, Thermo Scientific, UCA, USA) et une solution
diluée au 1/400°™ d’anticorps monoclonal primaire de B-caténine (clone 14/p-catenin,
610153, BD Biosciences) ont été incubées pendant 32 minutes a 37°C.

L’incubation de I’anticorps est suivie d’une amplification standard du signal avec le Kit
d’amplification Ventana et d’un ringage a I’ « ultraWash ». Les lames ont été contre-colorées

a I’hématoxyline pendant 12 minutes puis par un réactif de bleuissement pendant 4 minutes.

2.3. Evaluation du marquage immunohistochimique de p57 :

L’interprétation de p57 dans les maladies molaires établie par Vang et al. a été utilisée (33).
Les pourcentages de cellules marquées, au niveau nucléaire, du stroma villeux et du
cytotrophoblaste sont comptés semi-quantitativement et classes en 3 catégories : négatif avec
moins de 10 % des cellules marquées, positif avec plus de 50 % des cellules marquées et

ambigu entre 10 et 50 % des cellules marquées.
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2.4. Evaluation du marquage immunohistochimique de B-caténine :

La régle de lecture de I’expression membranaire de p-caténine des cellules du
cytotrophoblaste est la suivante : un signal fort est bien visible au grossissement x40-x50 ; un
signal modéré est perceptible au x40-x50 et bien visible au x100-x200 ; un signal faible est
imperceptible au x40-x50, perceptible au x100-x200 et bien visible au x400. Un marquage
complet ou incomplet est également & noter. Cette regle de lecture est inspirée des dernieres
recommandations de 1’American society of clinical oncology (ASCO) pour Human epidermal
growth factor receptor-2 (HER?2) (38).

Les deux autres critéeres a relever sont le pourcentage de cellules marquées au niveau
cytoplasmique, évalué semi-quantitativement sur environ 4 champs au grossissement x400, et

la présence d’un marquage nucléaire.

2.5. Etudes cytogénétiques — Dual in situ hybridization (DISH) :

Les données cytogénétiques ont été recueillies dans la base de données du service de
Cytogénétique du centre de Brest. En I’absence de caryotype et de Fluorescent in situ
hybridization (FISH), une DISH a été réalisée, comme préalablement publié (39), sur le
systeme Ventana Benchmark®, avec la sonde ciblant le centromére du chromosome 17
provenant du kit HER2 utilisée pour le sein.

Les lames de 4um d’épaisseur ont été déparaffinées, rincées puis traitées, pour le démasquage
antigénique, avec une solution EDTA, pH 6.0, pendant 48 minutes.

Une solution d'ISH-protéase 3 a été appliquée pour une durée de 16 minutes. Les lames sont
ensuite incubées dans la solution contenant les sondes HER2DNP (couplée a la
dinitrophényle) et CHR17DIG (couplée a la digoxigénine) pendant 4 minutes. Une étape de
dénaturation de 20 minutes, puis d’hybridation de 6 heures sont réalisées. L’anticorps HER2

est visualisé grace a I’ « ultraView Silver ISH DNP Detection Kit » (Roche Diagnostics). Le
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centromére du chromosome 17 est détecté par 1’ « ultraView Red ISH DIG Detection Kit »
(Roche Diagnostics). Les lames ont ensuite été rincées, avec un tampon de réaction
(« ultraWash »), a plusieurs reprises et contre-colorées a I’hématoxyline puis par un réactif de
bleuissement. La lecture s’est effectuée sur 50 cellules et le statut triploidie (ou tétraploidie)

est retenu si plus de 10% des noyaux montrent 3 (ou 4) signaux (39).

2.6. Analyses statistiques :

En raison d’un faible effectif dans chaque groupe, un test non paramétrique (Kruskall-Wallis)
a éte réalisé concernant le type de marquage.

Un test de corrélation de Pearson a été pratiqué pour définir s’il y a un lien entre 1’age
gestationnel et I’expression des protéines utilisées au niveau du groupe témoin.

Au moyen d’une courbe ROC, nous proposons un score permettant de différencier la DMP et

ses diagnostics différentiels.

3. Résultats :

3.1. Corrélations concernant 1’age gestationnel :

Un test de coefficient de corrélation a été réalisé pour chaque type de marquages de p57 et de
B-caténine vis-a-vis du terme. Il existe une corrélation entre le terme et le pourcentage de
cellules marquées par 1’anticorps anti-p57 (p = 0,0386 (cytotrophoblaste) et p = 0,0133
(mésenchyme)) : une diminution est observée avec I’avancée de 1’age gestationnel (moins de
noyaux margués), non dépendante du cytotrophoblaste, qui n’est plus continu.

Il existe également une corrélation entre le terme et 1’association du caractére complet et de
I’intensité de 1’expression de [B-caténine au niveau membranaire (p = 0,0148), avec une
diminution du signal en fin de grossesse. Toutefois, cette corrélation n’est pas observée pour

le marquage cytoplasmique (p = 0,1034) et nucleaire (p = 0,2009).
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3.2. Immunohistochimie de p57 :

L expression des résultats a €té interprétée selon le guide de lecture de Vang et al. (33).
Aucun changement n’a été opéré sur les pourcentages délimitant les 3 catégories (positif,
négatif, ambigu).

Les résultats des produits placentaires non molaires, non dysplasiques sont reportés dans le
Tableau 1 et constituent le groupe témoin.

Tous les produits placentaires non molaires et non dysplasiques montrent un double
immunomarquage nucléaire de p57 au niveau cytotrophoblastique et des cellules
mésenchymateuses.

Les résultats des placentas pathologiques sont reportés dans le Tableau 2.

L’expression de p57, dans la majeure partie des DMP, montre un contraste entre une
négativité des cellules du stroma villositaire et une positivité (ou un signal ambigu) pour les
cellules cytotrophoblastiques (Fig. 1A). Il n’est cependant pas possible de conclure
formellement pour les 4 cas ou I’interprétation est ambigué (cas 3, 4, 6 et 9), car le marquage
cytotrophoblastique est compris entre 10 et 50%. L’expression de p57 est négative pour un
cas de DMP (cas 7), mais les contréles internes positifs sont faibles. La présence ou non d’un
SBW chez le feetus n’influence pas le marquage de p57.

Un double marquage négatif est bien observé dans tous les cas de MHC (Fig. 1B);
contrairement aux 8 cas sur 9 de MHP ou un double marquage positif est retrouvé (Fig. 1C).
Le statut cytogenétique confirmait bien une triploidie. Cependant, le dernier cas de MHP (cas
27) ne présente pas de signal au niveau des cellules mésenchymateuses, mais le statut de

triploidie n’est pas contributif (absence de caryotype et de FISH - DISH non contributive).
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L’expression de p57 pour les cas de FCH (Fig. 1D) est semblable a celle du groupe témoin a
terme égal. Aucune différence significative n’est retrouvée (p < 0,0001) pour le marquage
cytotrophoblastique.

Il existe bien une différence entre les groupes de DMP, de MHC et de MHP (p < 0,0001) pour
I’immunomarquage cytotrophoblastique et du stroma villositaire.

Une absence de marquage a été notée pour deux cas du groupe témoin dont le feetus est atteint
par le SBW (cas 38 et 39). Il s’avére que ces deux produits placentaires sont issus de la méme
patiente qui a récidivé au cours de la méme année. De plus, le 3°™ cas de ce groupe (cas 40)
posséde seulement un marquage au niveau du cytotrophoblaste, comme les DMP. L’examen
macroscopique rapportait une placentomégalie et un cordon ombilical géant, néanmoins sans
zone kystique, ni vaisseaux anévrysmaux ; insuffisant donc pour porter le diagnostic de DMP.

Tableau 1
Immunomarquage de p57 and B-caténine du groupe témoin

Marquage Marquage Marquage _ Marquage _ Marquage _

SA  cytotrophoblastique mésenchymateux cytotrophol_:)laanue cytotropho_blaanue cytot,ro_phoblasthue
de p57 (%) de p57 (%) memt?rgnalre de cytqp[asmlque de B- nucleglr_e de

B-caténine caténine (%) B-caténine

6 80 60 modéré complet 10 absent

7 80 60 modéré incomplet 20 absent

9 70 70 fort complet 30 présent

10 80 40 modéré incomplet 20 présent

11+3 80 30 fort complet 50 absent

15 50 50 modéré incomplet 10 absent

16 50 60 fort complet 90 absent

19 60 30 fort complet 60 absent

20+4 70 10 fort complet 70 absent

24+5 60 10 modéré complet 20 absent

30+6 50 5 modéré incomplet 10 absent

33 20 <5 faible incomplet 10 absent

39+3 20 <5 faible incomplet 10 absent

SA = Age gestationnel en semaines d’aménorrhée.
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Tableau 2
Immunomarquage de p57 and B-caténine des pathologies placentaires

Marquage Marquage Marquage ' Marquage . Marquage .
Cas Diagnostic SA cytotrophoblastique  mésenchymateux cytotrophoplasthue cytotrophqblasthue cytot'rophoblasthue
de p57 (%) de p57 (%) memprgnalre de cytop[agmlque de nucleglr.e de
B-caténine B-caténine (%) B-caténine
1 DMP 13+6 70 0 modéré complet 20 absent
2 DMP 17 60 0 modéré incomplet <10 absent
3 DMP 25 30 0 modéré incomplet <10 absent
4 DMP* 27+1 30 0 modéré incomplet <10 absent
5 DMP* 30 60 0 faible incomplet 0 absent
6 DMP 34+6 20 0 modéré incomplet <10 absent
7 DMP* 35 0 0 modéré incomplet 0 absent
8 DMP* 37 50 0 modéré incomplet 0 absent
9 DMP* 37+5 30 0 modéré incomplet 15 absent
10 MHC 5 0 0 fort complet 70 présent
11 MHC 5+5 0 0 fort complet 50 présent
12 MHC 6+4 0 0 fort complet 60 présent
13 MHC 6+5 0 0 fort complet 70 présent
14 MHC 7+6 0 0 fort complet 50 présent
15 MHC 8 0 0 fort complet 70 présent
16 MHC 10+2 <10 0 fort complet 50 présent
17 MHC 10+2 O 0 fort complet 80 absent
18 MHC 12 0 0 fort complet 80 présent
19 MHC 13 0 20 (focalement) fort complet 80 présent
20 MHC NC 0 0 fort complet 70 présent
21 MHC NC 0 0 fort complet 70 présent
22 MHC NC 0 0 fort complet 50 présent
23 MHC NC 0 0 fort complet 60 présent
24 MHP 8 80 70 fort complet 80 présent
25 MHP 10 70 90 fort complet 60 présent
26 MHP 11 90 50 fort complet 50 présent
27 MHP 12 80 0 fort complet 20 présent
28 MHP 12 90 80 fort complet 70 présent
29 MHP 16+4 70 50 fort complet 60 présent
30 MHP NC 90 70 fort complet 50 présent
31 MHP NC 80 50 fort complet 60 présent
32 MHP NC 90 80 fort complet 80 présent
33 FCH 6+4 70 70 fort complet 80 présent
34 FCH 7+3 80 70 fort complet 80 présent
35 FCH 9+3 70 60 fort complet 80 présent
36 FCH 11 70 80 fort complet 40 présent
37 FCH 14 80 70 fort complet 920 présent
38 SBW 17 modéré complet 30 présent
39 SBW 23 faible incomplet 0 absent
40 SBW 36+6 60 modéré incomplet 0 absent
SA = Age gestationnel en semaines d’aménorrhée, DMP = Dysplasie Mésenchymateuse du Placenta,

* = associé a un feetus atteint du SBW, MHC = Mole Hydatiforme Compléte, MHP = Méle Hydatiforme Partielle, FCH =
Fausse Couche Hydropique, SBW = Syndrome de Beckwith-Wiedemann (sans DMP), NC: Non connues.
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Fig. 1 : Immunomarquage de p57 de placentas pathologiques. A. La dysplasie mésenchymateuse du
placenta montre fréguemment un marquage de plus de 50% des cellules de cytotrophoblaste, sans
marquage des cellules du stroma villositaire (cas 1, x100). B. Dans les cas de mole hydatiforme
compléte, une absence de marquage cytotrophoblastique et mésenchymateux est observée (cas 10,
x100). C. Les méles hydatiformes partielles expriment p57 de la méme maniere que les placentas
normaux, c¢’est-a-dire un double marquage positif du cytotrophoblaste et du stroma villositaire (cas 25,
x100). D. Les fausses couches hydropiques présentent également un double immunomarquage positif
(cas 37, x100).

-

3.3. Immunohistochimie de B-caténine :

L’illustration de la régle de lecture pour B-caténine est reportée dans la Figure 2.

Les résultats des produits placentaires non molaires, non dysplasiques sont répertoriés dans le
Tableau 1.

Au niveau des cellules cytotrophoblastiques, les placentas du groupe témoin montrent
rarement de marquage nucléaire (2 cas sur 13), observé entre 9 et 10 SA. Il existe une
diminution de I’intensité du signal membranaire et cytoplasmique plus I’age gestationnel est
avancé — cela étant decrit (37) —, avec un maximum aux alentours de 16 a 20 SA.

Les résultats des placentas pathologiques sont reportés dans le Tableau 2.
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Fig. 2 : Régle de lecture de B-caténine. A = expression membranaire forte. Une forte expression
membranaire de B-caténine au niveau du cytotrophoblaste est visible dés le grossissement x50. B et C
= expression membranaire modérée. L’expression membranaire de B-caténine est perceptible au
grossissement x50 (B). Le signal apparait bien visible au grossissement x200 (C), permettant de
classer ce marquage en « modéré ». D, E et F = expression membranaire faible. L’ immunomarquage
de ce cas n’est pas visible au x50 (D). Il existe un marquage des cellules endothéliales. Au
grossissement x200 (E), le signal membranaire devient perceptible focalement au niveau
cytotrophoblastique. Le marquage est faible au niveau membranaire au x400 (F), sans expression

cytoplasmique, ni nucléaire de la protéine B-caténine.

Une absence de signal nucléaire est observée dans les cas de DMP quelque soit le terme. Cette
différence par rapport aux autres groupes de pathologies molaires et aux FCH est significative
(p < 0,0001). L’intensité d’expression membranaire et le pourcentage de cellules marquées au
niveau cytoplasmique semblent lIégerement plus bas que ceux des placentas du groupe témoin,
a terme égal (p < 0,0001). De méme, le marquage membranaire parait plus souvent incomplet
dans le cas de DMP. La présence ou non d’un SBW chez le feetus n’influence pas le
marquage de -caténine.

Les MHC, MHP et FCH présentent un signal membranaire fort et complet, ainsi qu’une
expression élevee de la protéine au niveau cytoplasmique. Hormis un cas de MHC (cas 17), il
est observé, dans tous ces groupes, la présence d’un marquage nucléaire.

Les placentas non dysplasiques dont le foetus est atteint pas le SBW montrent des profils

immunohistochimiques variables ne permettant pas de conclure & une caractéristique notable.
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Les niveaux d’expression sont, néanmoins, relativement modérés, proches de ceux des
produits placentaires du groupe témoin, a terme égal.

Les différences d’expression importantes de -caténine sont retranscrites dans la Figure 3.

Fig. 3: Immunomarquage de - catenlne de placentas non molaires, on dysplasiques et pathologlques
A. L’expression de B-caténine est modérée avec un marquage complet pour ce cas de DMP (cas 1,
terme 13 SA + 6 jours, x400). B. Avec la diminution du nombre de cellules cytotrophoblastiques,
I’immunomarquage est plus difficile a localiser. Il est ici faible, incomplet et exclusivement
membranaire (cas 5, 30 SA, x400). C. D. Les MHC montrent une expression membranaire forte avec
un marquage complet, visible des le grossissement x50 (cas 17, 10 SA + 2 jours). Au grossissement
x400, le marquage cytoplasmique et nucléaire (astérisques) est évident. E. Les MHP expriment f3-
caténine comme les MHC avec un marquage nucléaire (astériques) élevé (cas 25, 10 SA, x400). F. Le
marquage membranaire de ce cas de placenta non dysplasique avec feetus atteint du SBW est ici
modéré complet avec quelques cellules marquées au niveau nucléaire (Cas 38, 17 SA, x400).
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3.4. Statut cytogénétique :

Neuf cas de DMP, 11 cas de MHC et 2 cas de FCH ont préalablement bénéficiés d’un
caryotype et/ou d’une FISH. Aucun n’était pas porteur de triploidie. Une des FCH est,
cependant, atteinte d’un syndrome de Klinefelter. Les 3 MHC et 3 FCH restantes testées par
DISH n’étaient pas triploides.

Concernant les MHP, 8 statuts cytogénétiques étaient disponibles et triploides. Le dernier,

testé par DISH, n’est pas contributif (cas 27).

3.5. Score immunohistochimique :

Afin de consolider le diagnostic de DMP, nous avons créé un score immunohistochimique
(Fig. 4B) intégrant 1’expression de p57 au niveau cytotrophoblastique et mésenchymateux
associé¢ a celle de [B-caténine au niveau cytotrophoblastique membranaire (intensité et
caractere complet du marquage) et nucléaire. Une DMP est tres probable si le score atteint 3

ou 4 (p < 0,05 — sensibilité 88,9%, spécificité 97,7%).
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A Dysplasie Méles hydatiformes / C Suspicion

mésenchymateuse Fausses couches DMP
du placenta hydropiques
I
Membranaire: intensité Faible a modéré Fort I
Recherche
Membranaire: caractére complet Non Oui de triploidie
Cytoplasmique < 10% > 20% [

Nucléaire Non Oui
ou

énotype
moléculaire

B @ Triploidie
Point
IHC Localisation 0 1 MHP
Absence <3
Cytotrophoblaste d'expression ou Expression — LY_/ LY—)
expression ambigué
57 Absence de Diploidie  yormal
p triploidie androgénetique
. . Absence
Mésenchyme Expression d'expression MHC ou MHC FCH
FCH
Membranaire Fort complet Faible ou modéré
(Cytotrophoblaste) P ou incomplet g Y
o Absence de Mosaicisme
B-caténine — >3 triploidie androgénétique-
c "t'“"'ia':: . c ) Absence = biparental
(Cytotrophoblaste) Xpression d'expression DMP

Fig. 4 : Synthése de I’expression de B-caténine dans les DMP et ses diagnostics différentiels, score immunohistochimique p57 et B-caténine, algorithme
décisionnel. A. Différence d’expression de B-caténine entre la dysplasie mésenchymateuse du placenta et ses principaux diagnostics différentiels. Les méles
hydatiformes et les fausses couches ne présentent pas de différence significative d’expression. B. Le score, basé sur 1’expression immunohistochimique de p57
et de B-caténine, permet d’orienter vers une dysplasie mésenchymateuse du placenta s’il est supérieur ou égal a 3 (addition des points). C. Un algorithme est
proposé pour aider a la démarche diagnostique des dysplasies mésenchymateuses du placenta.
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4. Discussion :

La DMP est une pathologie méconnue et rare. L’importance de faire ce diagnostic réside dans
son pronostic, avec une suspicion de SBW pour le feetus dans un cas sur 4 ; mais aussi
d’écarter le potentiel dégénératif malin des maladies trophoblastique. D’un point de vue
physiopathologique, la DMP est expliquée par I’existence d’un MAB. Le MAB est une
anomalie de conception atteignant le placenta et/ou le feetus, dont le risque de récidive, pour
le SBW, n’est pas rare du fait de 1’existence d’une transmission héréditaire dans 15% des cas

(40). Deux cas de SBW sans DMP de notre série sont attribués a la méme patiente.

L’age gestationnel a fait partie intégrante de 1’étude car les marqueurs immunohistochimiques
varient souvent avec le développement de 1’organe placentaire. C’est le cas de p57 et de B-
caténine pour les placentas du groupe témoin.

Le marquage immunohistochimique p57 est devenu un outil diagnostique majeur pour
distinguer les maladies molaires et la DMP. Soma et al. sont les premiers a avoir utilisé p57
sur un placenta avec dysplasie mésenchymateuse et ont noté cette expression contrastée entre
la présence d’un marquage cytotrophoblastique et 1’absence de marquage des cellules
mésenchymateuses (22). Ce marquage est le reflet de I’empreinte parentale et du MAB des
DMP. Hoffner et al. ont testé ce marqueur sur une série de 58 cas de maladies molaires et non
molaires et ont reclassé 6 cas en MAB, dont un en DMP (27). Dans notre étude, nous avons
aussi mis en évidence une expression différente permettant de distinguer les DMP des MHC
et MHP. La regle de lecture de Vang et al. autorise une interprétation reproductible (33) ; le
type de cellules étant facilement identifié sur coupe. Cette regle a un intérét majeur pour le
diagnostic positif des MHC. Cependant, 1I’expression de cette protéine est la méme pour les
MHP, les FCH et les placentas du groupe témoin et laisse entiere la distinction de ces entités.

Un anticorps, réalisé seul, peut se heurter, dans certains cas, a des problémes d’interprétation.
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Dans la littérature, il existe quelques cas ou les signaux sont discordants (27) ou faibles (29)
posant le probleme de la spécificité de cet anticorps anti-p57. Dans notre étude, un petit
nombre de cas présentent un signal faible ou focal, et le nombre de cas de DMP interprétés
comme ambigus (pourcentage compris entre 10 et 50%), selon la regle de lecture de Vang et
al., est de 44%. Cela peut s’expliquer par une lecture de p57 plus difficile avec un terme
avancé, en raison d’une diminution du nombre de cellules du cytotrophoblaste avec un

repérage moins aisé en IHC.

Devant ces situations, notamment dans les cas discordants — important dans notre étude —,
pour compléter la démarche diagnostique, un autre marqueur immunohistochimique pourrait
étre avantageux. p-caténine semblait étre un anticorps intéressant au vue des études
précédentes et de sa disponibilité pour les diagnostics de routine dans les services d’anatomo-
pathologie. Nous avons décidé de définir une régle de lecture pour étre reproductible. Celle-ci
permet de dégager deux critéres importants et faciles a identifier : la présence ou non du
marquage nucléaire, et I’intensité du marquage membranaire associé au caractere en cadre. Il
est ainsi possible de différencier la DMP avec ses principaux diagnostics différentiels, méme
sans I’aide de p57. La protéine p-caténine semble également mieux conservée, la ou p57 peut
souffrir des problemes de fixation dans notre étude, comme cela a été évoqué dans ’article de
Banet et al. (41).

Deux études sur les maladies trophoblastiques et une sur la DMP, avec un seul cas, ont
utilisées B-caténine (35-37) — aucune sur les FCH — et n’observaient pas forcément le type de
localisation cellulaire du signal. De plus, les anticorps provenaient de différents fabricants et
sont différents de celui de notre étude. Ceci peut expliquer les différences retrouvees,

notamment concernant les méles ou, selon les etudes, le niveau d’expression est retrouvé soit
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plus bas, soit identique a ceux des produits placentaires dits normaux. Une diminution de

I’expression avec le terme gestationnel est aussi retrouvée dans 1’article de Candelier et al.

B-caténine est une protéine située majoritairement au niveau membranaire, mais aussi dans le
cytoplasme et plus rarement nucléaire. Ces localisations cellulaires traduisent des fonctions
différentes. Le marquage de B-caténine est d’abord membranaire, puis cytoplasmique et, en
cas d’accumulation cellulaire plus importante, le signal devient nucléaire (formation de
complexe avec le T Cell Factor) pour réguler la voie Wnt (42). Ce marquage nucléaire est
visible dans les moles hydatiformes, la ou p57 ne peut diagnostiquer que les MHC.
L’utilisation de B-caténine permet donc de repérer les MHC, mais aussi les MHP, grace au
marquage nucléaire, ce qui représente une aide diagnostique immunohistochimique majeure.
Nous pensons que pour les DMP (diminution du signal), ainsi que pour les moles
hydatiformes et les FCH (forte augmentation du signal), le changement d’expression de [3-
caténine traduit une anomalie de régulation de la voie Wnt. Plus précisément, pour les
maladies trophoblastiques, 1’augmentation de B-caténine participerait au potentiel invasif,
avec un accroissement de la prolifération et de I’adhésion cellulaire. En effet, I’anticorps anti-
B-caténine, testé dans notre centre sur deux cas de méle invasive, retrouve des expressions
membranaire, cytoplasmique et nucléaire élevées et similaires a celles des MHC et MHP
(données personnelles ne rentrant pas dans 1’étude). Le recul par rapport a la derniere
grossesse est supérieur a 15 ans dans un cas et est de 3 ans apres la prise en charge d’une
MHC dans le second cas. Cette observation est concordante avec une étude precédente (36)
qui retrouvait une expression semblable entre les MHC et les méles invasives.

Nous avons, dans notre série de DMP, un cas de fin de 1* trimestre (cas 1), ce qui est rare. I
ne montre pas de changement d’expression de p57 et celle de B-caténine semble légerement

plus elevée que les autres du méme groupe et que les placentas du groupe témoin de méme
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terme. Il pourrait également étre intéressant d’étudier ’expression de [-caténine de moles
hydatiformes aux termes plus avancés. Cette possibilité peut étre fournie par 1’évolution
conjointe d’une grossesse gémellaire conjointe entre une MHC et une grossesse évolutive
normale aboutissant a la naissance d’un enfant vivant (43).

Les 3 cas de SBW sans DMP de notre série montrent des expressions de p57 et de B-caténine
variables, différentes de celle des placentas du groupe témoin. Celles de B-caténine sont
proches, statistiguement, de celles des DMP, orientant vers une physiopathologie commune.
Un faible pourcentage de cellules présentant I’anomalie du géne a empreinte pourrait
expliquer 1’absence d’expression pathologique placentaire (32), sans modification de
I’expression de la protéine B-caténine. En outre, la dérégulation des génes a empreinte de la
région 11p15.5 a différentes causes : duplication spécifique de 1’origine parentale (Disomie
uniparentale paternelle), translocation/inversion, microdélétion, hyperméthylation ou
déméthylation des centres a empreintes, mutation du gene CDKN1C (40). Dans notre série,
les deux cas familiaux (cas 38 et 39) présentent une délétion d’une paire de base du gene
CDKN1C entrainant une mutation non-sens. Le dernier (cas 40) est porteur d’une anomalie de
la méthylation du bras court du chromosome 11. Cette diversité d’étiologies peut expliquer la
différence d’expression des protéines étudiées.

La FCH représente une difficulté diagnostique quand celle-ci est précoce. Il n’existe pas de
marqueur fiable pour la distinguer des autres maladies placentaires abordées dans cette étude.
L’expression de B-caténine est semblable a celle des mbles hydatiformes et peu discriminante.
L’intérét de Ki67 peut étre considérable avec un index de proliféeration bas comparé a celui

des moles hydatiformes (44-46).

La détermination de la triploidie par la DISH ne fait pas la différence entre une triploidie et

une trisomie 17. L’étude de LeGallo et al. valide cette technique pour les maladies
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trophoblastiques (39). Cette détermination est utilisée en routine, mais ne dispense pas d’une

étude cytogénétique compléte dans les cas douteux.

Nous proposons un score associant le marquage immunohistochimique de p57 et de B-
caténine (Fig. 4B) rentrant dans un algorithme prenant ensuite en compte le statut
cytogénétique ou génétique (47) et permettant d’aider au diagnostic en cas de suspicion de
DMP (Fig. 4C). Cet algorithme permet d’étayer, par immunohistochimie, la discussion
diagnostique entre des différentes entités placentaires et, en particulier, d’attirer 1’attention sur

le diagnostic de DMP qui reste difficile car trés rare.
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ALEMANY (Pierre) — L’'expression de B-caténine est différente entre la dysplasie
mésenchymateuse du placenta et ses diagnostics différentiels- 4f., 2 tabl.
Th. : Méd. : Brest 2015

RESUME : Introduction : L'immunomarquage p57 permet de différencier la dysplasie
mésenchymateuse du placenta et les méles hydatiformes. Son expression traduit des
anomalies de conception. Un marqueur immunohistochimique additionnel serait utile dans
certains cas difficiles. B-caténine est une protéine importante dans le développement
embryonnaire et 'adhésion cellulaire, qui a été peu étudiée dans les maladies placentaires.
Notre étude I'évalue sur des dysplasies mésenchymateuses du placenta et ses diagnostics
différentiels.

Méthodes : Nous étudions I'immunomarquage de p57 et de B-caténine, selon une régle de
lecture respective, des cas de dysplasie mésenchymateuse (n=9), de méle hydatiforme
compléte (n=14), partielle (n=9) et de fausse couche hydropique (n=5), comparés a une série
de produits placentaires non molaires et non dysplasiques (n=13) et a des placentas normaux
dont le foetus est atteint du syndrome de Beckwith-Wiedemann (n=3).

Résultats : L'immunomarquage de p57 correspond a celui attendu dans la majorité des cas.
Néanmoins, ceux de 5 cas de dysplasies mésenchymateuses du placenta et d’'une moéle
hydatiforme partielle apparaissent discordants ou ambigus.

A Tlaide de notre régle de lecture, nous observons une diminution de I'expression de B-
caténine, sans marquage nucléaire, des cas de dysplasie mésenchymateuse ; alors que les
moles hydatiformes et les fausses couches hydropiques présentent des signaux forts.
Discussion : Nous proposons un algorithme décisionnel, intégrant un score associant
I'expression immunohistochimique de p57 et de B-caténine, qui permet de diagnostiquer la
dysplasie mésenchymateuse du placenta et d’écarter les maladies trophoblastiques.

MOTS CLES :

DYSPLASIE MESENCHYMATEUSE DU PLACENTA
MOLES HYDATIFORMES

MALADIE TROPHOBLASTIQUE

FAUSSE COUCHE HYDROPIQUE

p57

B-CATENINE
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