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FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH)

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH)

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité octobre 2018
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64éme section)
DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

BRANDENBURGER Chantal (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

GASTALDI Marquerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT
ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

] CARDIOLOGIE 5102

GUED] Eric (PU-PH)

GUYE Maxime (PU-PH)

MUNDLER Olivier (PU-PH) Surnombre
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69&me section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section)

AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)

PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

CHIRURGIE DIGESTIVE 5202

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre
GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

BERDAH Stéphane (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)

CHIRURGIE GENERALE 5302

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)



l CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 JGUERIN Carole (MCU PH)

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH) | CHIRURGIE INFANTILE 5402 |
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH) GUYS Jean-Michel (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH) JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité LAUNAY Franck (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH) MERROT Thierry (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH) VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)
FAURE Alice (MCU PH)
OLLIVIER Matthieu (MCU-PH) PESENTI Sébastien (MCU-PH)

l CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702 ]

BERTUCCI Frangois (PU-PH) | CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503 |
CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH) CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH) GUYOT Laurent (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)

HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH) FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

I CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

COLLART Frédéric (PU-PH)

D'JOURNO Xavier (PU-PH) CASANOVA Dominigue (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH) LEGRE Régis (PU-PH)

GARIBOLDI Viad (PU-PH)

MACE Loic (PU-PH) BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH) HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)
GRISOLI Dominigue (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

l CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201 ]

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH) BARTHET Marc (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH) BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOUFI Mourad (PU-PH) BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH) Surnombre
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH) DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH) GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH) GRANDVAL Philippe (PU-PH)
GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)
| HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 |SEITZ Jean-Francois (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)
LEPIDI Hubert (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)
ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH) | GENETIQUE 4704 |
| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 |BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)
BERBIS Philippe (PU-PH) LEVY Nicolas (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH) MONCLA Anne (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH) SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)

I DUSI ]TOGA caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

COLSON Sébastien (MCF)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)

CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH) GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403 ]
l EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

AUQUIER Pascal (PU-PH) BOUBLI Léon (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH) BRETELLE Florence (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre COURBIERE Blandine (PU-PH)
THIRION Xavier (PU-PH) CRAVELLO Ludovic (PU-PH)

D'ERCOLE Claude (PU-PH)
BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06&me section)
TANTI-HARDOUIN Nicolas (PRAG)



| IMMUNOLOGIE 4703

| HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Francois (PR) (69éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65éme section)

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

DEVILLIER Raynier (MCU PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
LOOSVELD Marie (MCU-PH)

SUCHON Pierre (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

l MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

BARTOLI Christophe (PU-PH)

l MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

|LEONETTI Georges (PU-PH)

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

MILLION Matthieu (MCU-PH)

PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)

MEDECINE D'URGENCE 4805

KERBAUL Frangois (PU-PH)
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

EBBO Mikael (MCU-PH)
GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein)

ADNOT Sébastien (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)
FILIPPI Simon (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

l MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)
SARI/MINODIER Irene (MCU-PH)

l NEPHROLOGIE 5203

BERLAND Yvon (PU-PH) Surnombre
BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

NUTRITION 4404

| NEUROCHIRURGIE 4902

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)

NEUROLOGIE 4901

ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66éme section)
SOBOL Hagay (PR) (65&me section)

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)

FELICIAN Olivier (PU-PH)
PELLETIER Jean (PU-PH)



OPHTALMOLOGIE 5502

| PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DENIS Daniéle (PU-PH)
HOFFART Louis (PU-PH) Disponibilité
MATONTI Frédéric (PU-PH) Disponibilité

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Francois (PU-PH)

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DESSI Patrick (PU-PH)

FAKHRY Nicolas (PU-PH)

GIOVANNI Antoine (PU-PH)

LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)

MICHEL Justin (PU-PH)

NICOLLAS Richard (PU-PH)

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)

FAUGERE Gérard (PU-PH) Surnombre
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

PHILOSPHIE 17/

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)

MATHIEU Marion (MAST)

PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH)

SARLES Jacques (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

COZE Carole (MCU-PH)

FABRE Alexandre (MCU-PH)
OVAERT Caroline (MCU-PH)
TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

| PHYSIOLOGIE 4402

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

REY Marc (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)

PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

| THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)

PSYCHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

AGHABABIAN Valérie (PR)

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH)

PETIT Philippe (PU-PH)
VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

ASTOUL Philippe (PU-PH)

BARLESI Fabrice (PU-PH)

CHANEZ Pascal (PU-PH)

CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre
GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)

MASCAUX Céline (MCU-PH)
TOMASINI Pascale (MCU-PH)

REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802

| THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804

GAINNIER Marc (PU-PH)
GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)

HRAIECH Sami (MCU-PH)

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)

RHUMATOLOGIE 5001

| UROLOGIE 5204

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
ROSSI Dominique (PU-PH)



Je dédie cette thése a Matthieu, ’Amour de ma vie

La plus grande chance de ma vie, c’est de t’avoir rencontré
Tu me rends heureuse chaque jour.
Tu es un mari et un pére extraordinaire.
Merci pour ton soutien inconditionnel pendant ces longues années d’étude
Merci pour ton amour, ta gentillesse et ta générosité
Merci d’avoir fait de moi ta femme

Je dédie cette thése a notre fils Gabriel
Tu es dans notre vie depuis seulement quelques semaines,
désormais on n’imaginerait plus notre vie sans toi.
Ta naissance était un moment magique et depuis, notre amour pour toi ne cesse de grandir
Je suis si heureuse d’étre ta maman



A mon Maitre et Président du Jury,

Monsieur le Professeur Gilles HOUVENAEGHEL,

Je vous remercie de me faire I’honneur de présider ma these.

Je suis impressionnée par vos compétences chirurgicales dans tous les domaines du corps humain
(méme les sternums qui ne résistent pas longtemps !). Etre votre interne est un réel plaisir par le
calme et la sérénité que vous dégagez lorsque vous opérez.

J'espére pouvoir profiter de mon clinicat dans votre service pour apprendre votre rapidité et votre
précision.

Je suis également admirative de la multitude de projets que vous étes capable de mener de front, de
I'immense champ de vos connaissances, de votre dynamisme et de votre gentillesse.

Soyez assuré de ma plus grande admiration et de mon profond respect.



A mon Maitre et membre du Jury,

Monsieur le Professeur Daniel OLIVE,

Je vous remercie de me faire ’honneur de faire partie de mon jury de these.

Je vous remercie également de m’avoir soutenue dans la conception et la réalisation de mon projet
de Master.

Je suis admirative de la multitude de projets que vous étes capable de mener de front et de
I'immense champ de vos connaissances.

Soyez assuré de ma plus grande admiration et de mon profond respect.



A mon Maitre et membre du Jury,

Monsieur le Professeur Eric LAMBAUDIE,

Je vous remercie de me faire ’honneur de faire partie de mon jury de these.

Je suis impressionnée par vos compétences chirurgicales. Votre rigueur, votre minutie et I'énergie
gue vous mettez pour former vos internes et assistants sont une chance formidable pour notre
formation.

Jespére pouvoir profiter de mon clinicat dans le service pour apprendre votre rapidité et votre
précision.

Merci pour les cours que vous nous avez dispensés, a nous les internes.

Enfin, je vous remercie de m’avoir guidée dans la conception et la réalisation de mon projet de
Master.

Soyez assuré de ma plus grande admiration et de mon profond respect.



A mon Maitre et directeur de thése,

Monsieur le Professeur Xavier CARCOPINO,

Je vous remercie de me faire I’honneur de diriger ma these.

Vous étes pour moi un modeéle depuis que j'ai ouvert votre livre de gynécologie obstétrique pendant
mon externat et le moteur principal qui m’a poussée a choisir cette spécialité.

Le soin et I'énergie sans faille que vous mettez a I'enseignement est une chance extraordinaire pour
nous et je vous en remercie.

Je suis également impressionnée par le champ de votre expertise allant de la colposcopie, a
I'obstétrique et surtout en passant par vos compétences chirurgicales.

Par ailleurs, votre relation avec les patients, associant honnéteté, bienveillance et empathie, est pour
nous un exemple a suivre.

Soyez assuré de ma plus grande admiration et de mon profond respect.



A mes Maitres et Professeurs,

Pr Léon BOUBLI, Pr Claude D’ERCOLE, Pr Ludovic CRAVELLO, Pr Florence BRETELLE, Pr Aubert
AGOSTINI, Pr Blandine COURBIERE,

Je vous remercie pour votre enseignement.

Je remercie
A I’Hépital Nord

Dr CHAU pour votre enseignement en échographie, Dr PUPPO et Dr PIECHON, toujours agréable
d’étre en garde avec vous, Julie pour ton enseignement et ta passion pour I'obstétrique, ton envie
d’améliorer notre apprentissage.

Meélinda, merci pour ta bonne humeur, ta passion pour |'échographie et I'obstétrique. C'est un
immense plaisir de travailler avec toi. Merci de nous avoir fait découvrir Gabriel avec sérénité et
compétence pendant la grossesse.

A toutes les sages-femmes de I’hépital Nord : je ne peux pas toutes vous citer, mais vous étes ma
rencontre coup de cceur de mon 1% semestre a I’APHM. Depuis ce semestre aux GRE, j’admire votre
gentillesse et vos compétences. Merci de nous apprendre et de nous apporter autant a nous les
internes. On a de la chance de vous avoir. Travailler avec vous va beaucoup me manquer.

A I’Hopital de la Conception
Patrice, merci pour ton enseignement en chirurgie et ton implication dans notre formation.

Dr GUIDICELLI, Dr CAPELLE, Claire, Audrey, Hélene, Emmanuelle, merci pour tout ce que vous m’avez
appris.



A l'Institut Paoli-Calmettes

Dr COHEN,

Vous étes pour moi un modele sur bien des aspects. Tout d’abord sur le plan humain, la qualité de
vos relations avec les patientes, la patience et I'empathie dont vous faites preuve m’ont
particulierement marquée lors des consultations que j'ai eu la chance de partager avec vous.

Vous m’avez fait découvrir et adorer la chirurgie sénologique, sa richesse et sa complexité. Etre au
bloc avec vous était un réel plaisir pendant ces deux semestres. J’ai hate de pouvoir continuer
d’apprendre a vos cotés. Soyez assuré de ma plus grande admiration et de mon profond respect.

Dr BUTARELLI,
Votre calme et vos compétences chirurgicales m’ont impressionnée pendant ces deux semestres a
I'lPC.

Marie,

Marie I'artiste ! Tes reconstructions, c’est de I'art. Merci d’avoir a chaque fois la méme patience pour
nous expliquer a nous les internes, les différentes étapes des temps opératoires. C’est un réel plaisir
de travailler a tes cOtés.

Sandrine,

Un immense Merci pour tout ce que tu m’as appris ! Tu es a la fois Speedy Gonzales et celle qui sait
tout opérer, ca fait réver ! Les reconstructions, les pelvis, la chirurgie mammaire ! La totale !! C'était
une vraie chance et un réel plaisir d’apprendre a tes cotés. Merci aussi pour les pauses café qui ne
sont pas volées au milieu de tout ce travail !

Je n"ai pas pu étre assez au bloc avec toi a mon go(t... j'espére qu’on se rattrapera !

Camille,

Trop dommage, on ne s’est pas beaucoup vu pendant ces deux semestres... :

En tout cas, le peu de fois ol j'ai pu opérer avec toi, ¢’était génial ! J’ai énormément appris, tout est
clair avec toi ! J'ai hate de la suite.

Laura,

Il faudrait une page entiere pour faire des remerciements dignes de ce nom. Depuis mon 3
semestre a la CO3, tu es I'assistante/PH qui m’as le plus appris (et pas que au bloc opératoire !). En
méme temps, est-ce qu’il y a une seule chose que tu ne saches pas faire ?!!

Merci pour la patience infinie que tu as eue a mon égard pour m’apprendre a opérer (mais tu as
encore du boulot !)

Un spécial merci a ton canapé ! ;)

éme

Mellie,

C'est grace a toi que j’ai pu faire cette thése ! Bravo pour ton travail initial et merci pour ton aide et
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INTRODUCTION

Le cancer du col utérin est le quatriéme cancer chez la femme dans le monde (570
000 nouveaux cas en 2018), la quatrieme cause de mortalité par cancer et la
premiere dans les pays en voie de développement (1). S’il est moins fréquent dans
les pays développés, son pronostic en fait néanmoins I'une des causes importantes
de déces par cancer chez la femme. On comptait ainsi en 2017 en France, 2850
nouveaux cas et 1084 déces liés au cancer du col de l'utérus (2). L'initiation du
processus oncogénique est lié a la persistance de I'infection a papillomavirus humain
(HPV) qui peut étre a l'origine d’une transformation de I'épithélium en Iésion intra-
épithéliale de haut grade (HSIL) puis en cancer invasif (3). Le traitement de
référence des lésions HSIL est I'exérése chirurgicale, typiquement a Il'anse
diathermique (RAD) (4). Il est associé a une morbidité obstétricale et néonatale
élevée avec une augmentation du risque relatif d’accouchement prématuré, de
césariennes et de mortalité périnatale (5-7). Malgré le fait que les HSIL soient
d’authentiques lésions précancéreuses, I'évolution vers un cancer invasif n’est pas
systématique (8). Chez la femme jeune, on estime que jusqu’a deux tiers des lésions
HSIL pourraient régresser spontanément en 3 ans (9). Aujourd’hui, aucun élément
prédictif de I'évolution des HSIL n’est suffisamment pertinent pour guider la prise en
charge thérapeutigue. La connaissance de ces facteurs prédictifs permettrait de
mieux sélectionner les patientes a traiter par exérese chirurgicale et celles pouvant
bénéficier d’'une simple surveillance.
La dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) et de la membrane basale font
partie des étapes clefs de l'invasion tumorale et du développement des métastases
(10,11). Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) sont une famille
d’endopeptidases dépendantes du zinc et du calcium capables de dégrader diverses
protéines de la MEC et de la membrane basale (i.e. collagene, fibronectine, laminine,
gélatine) (12). Les MMPs favorisent également la progression du cancer en liant des
facteurs de croissance, des récepteurs tyrosines kinases et en modifiant diverses
voies de signalisation au sein méme de la cellule, aboutissant a une modification de
son phénotype (12). On dénombre au moins 23 MMPs différentes chez 'homme,
classées en fonction de leur structure et de leur spécificité vis-a-vis d’'un substrat
protéique (Tableau supplémentaire 1) (13). La surexpression des MMPs est associée
2



a un pronostic péjoratif pour un grand nombre de cancers. Pour le cancer du col de
'utérus, les MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12 et MMP-
14 ont été décrites comme étant surexprimées dans les tumeurs cervicales et
associées a un pronostic défavorable (14,14-21). La littérature est particulierement
riche concernant les MMP-1 et MMP-2 alors que les autres MMPs n’ont été étudiées
que dans un nombre d’études restreint. Par ailleurs, seules quatre études
s’intéressant aux lésions HSIL, ont permis d’identifier une surexpression des MMP-1,
MMP-2, MMP-11 ou MMP-12 dans ces lésions (17,22—-24). Seule une étude s’est
intéressée a la localisation de I'expression des MMPs au sein des différentes
structures histologiqgues composant le tissu cervical. Celle-ci montre une
surexpression de MMP-1 et MMP-2 dans les cellules épithéliales dysplasiques ainsi
gue dans les cellules épithéliales malignes et les cellules stromales péri-tumorales
(22). Une meilleure compréhension de I'expression des MMPs au sein des Iésions
cervicale permettrait d’apporter des pistes pour la recherche de facteurs prédictifs
d’évolution vers un cancer et un meilleur ciblage des indications thérapeutiques.

L’objectif de cette étude est de comparer I'expression des MMPs aux différentes
étapes de I'histoire naturelle du cancer du col utérin et de localiser cette expression

au sein des différentes structures histologiqgues composant les tissus cervicaux.

Il. PATIENTS ET METHODES

1. Patientes de I’étude

Nous avons mené une étude multicentrique dans deux services de chirurgie
gynécologique universitaires a I'Hépital Nord et a I'institut Paoli-Calmette, Marseille,
France. Des préléevements cervicaux ont été réalisés a partir de trois groupes de
patientes : des patientes traitées par hystérectomie pour lésion bénigne de I'utérus et
ayant un col normal documenté par un frottis cervico-vaginal normal de moins de 3
ans (groupe normal), des patientes traitées par résection a I'anse diathermique
(RAD) pour une lésion HSIL (groupe HSIL) et des patientes prises en charge pour un
cancer invasif du col de l'utérus, quel qu’en soit le type histologique et le stade
(groupe cancer). Les critéres d’exclusion étaient : un antécédent de Iésion de bas

grade (LSIL), de HSIL, de cancer du col utérin ou du canal anal, un antécédent



d’hystérectomie totale, de traitement du col utérin quel qu’en soit la méthode, et un
antécédent de radiothérapie pelvienne. Les patientes incluses ont donné leur
consentement écrit et signé pour leur participation a I'étude, aprés avoir regu une
information écrite et orale. Le protocole de I'étude a été approuvé par un comité
d’éthique (Comité de Protection des Personnes, Sud Méditerranée V, N°2007-
A01335-48).

2. Prélevement et conservation des échantillons cervicaux

Pour le groupe normal, les prélevements cervicaux ont été effectués sur piece
opératoire fraiche d’hystérectomie, au bloc opératoire, immédiatement apres le geste
et avant la fixation dans le formaldéhyde. Pour les groupes HSIL et cancer, les
prélevements ont systématiquement été réalisés par RAD sous contrble
colposcopique afin de garantir la présence de |ésion sur I'échantillon. Pour le groupe
HSIL, le prélevement a été effectué directement a partir de la piece de RAD, et
localisé en pleine lésion, selon les axes du cadran horaire. Le reste de la piece
opératoire était envoyé pour lecture anatomopathologique dans le cadre de la prise
en charge habituelle des patientes. Les échantillons cervicaux obtenus ont été
sectionnés en deux. La premiére partie de I'échantillon a été placée dans du RNA
later a 4°C pendant 24h, puis a -20°C pendant 24h et, enfin conservé a une
température de -80°C pour I'analyse microarray. La seconde partie du prélevement a

été congelée a -80°C en vue de I'analyse immunohistochimique (IHC).

3. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits en utilisant le kit RNeasy (Qiagen®, Hilden,
Allemagne) selon les recommandations du fabricant. Le tissu cervical a été lysé dans
un tube Eppendorf avec une bille en acier et 350 yL de tampon RLT-B mercapto-
ethanol. La lyse a été effectuée avec un tissu lyseur (Qiagen®, Hilden, Allemagne).
Par la suite, le lysat a été déposé sur une colonne QIAShredder afin d’éliminer les
fragments cellulaires. Aprés une centrifugation de 2 minutes a 13000 x g, I'éluat était
récupéré, repris dans de I'éthanol a 70% volume pour volume, transféré sur une

colonne permettant de retenir les acides nucléiques et centrifugé a 8700 x g pendant
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15 secondes. Un traitement a la DNase (RNase-Free DNase Set, Qiagen®) a
ensuite été réalisé pendant 20 minutes pour permettre I'élimination de I'ADN
génomique. La qualité des ARN a été vérifiée en utilisant le Bioanalyseur Agilent
2100 et le RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies®, Santa Clara, Californie,
Etats-Unis). La concentration des ARN a été déterminée en utilisant un
spectrophotometre  NanoDrop™  (Thermo  Fisher  Scientific®, Waltham,
Massachusetts, Etats-Unis). Les ARN extraits ont ensuite été conservés a une

température de -80°C avant leur utilisation.

4. Expression transcriptomique par microarray

Les ARN ont été analysés par la plateforme microarray en utilisant des puces pan-
génomiques comprenant 44000 sondes correspondant a 33000 genes (Whole
Human Genome 4x44K, Agilent Technologies®). 300ng d’ARN totaux ont été
transformés en ADN complémentaires par une réaction de rétro-transcription puis
marqués par un fluorochrome (cyanine-3). Aprés le dép6t des échantillons sur la
lame (en triplicata pour chaque prélévement), 'hybridation a été effectuée pendant
17 heures a 65°C sous agitation (10 rpm) en utilisant le kit Gene Expression
hybridization kit (Agilent Technologies®, Low Input Quick Amp Labeling) selon les
recommandations du fabricant. L’analyse des images et la correction des signaux
intra-arrays ont été effectuées avec le logiciel Feature Extractor Software A.9.1.3

(Agilent Technologies®).

5. Analyse des transcrits dans les groupes

L’analyse des données a été réalisée avec I‘application Phantasus

(https://genome.ifmo.ru/phantasus), une version de Morpheus du Broad institute

(https://software.broadinstitute.org/morpheus) utilisant des scripts d’analyses
transcriptomiques issus de Bioconductor (R software). Phantasus a permis la
soustraction du bruit de fond, la normalisation par la méthode des quantiles ainsi que
la transformation des valeurs d’expression en logarithme binaire. Pour I'analyse non
supervisée des échantillons, le script limma (script Bioconductor inclus dans

Phantasus) a été utilisé permettant la comparaison des échantillons du groupe
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cancer avec le groupe sain. Suite a cette analyse, seuls les génes dont I'expression
était significativement différente (p < 0.05, log fold change >2 ou <-2) ont été retenus
pour une deuxieme analyse incluant le groupe HSIL. Sur cette signature
transcriptionnelle, une analyse des K-moyennes a été effectuée, permettant de
former des clusters de genes en fonction de leur similarité d’expression et de leur

comportement en fonction des échantillons.

6. Ontologie des clusters de genes

Les clusters de genes générés par analyse des K-moyennes, ont été analysés
indépendamment afin de déterminer leurs fonctions. Les genes présents dans
chaque cluster ont été soumis a une analyse par EnrichR via Phantasus. EnrichR
permet de définir une ontologie, une fonction putative, une voie de signalisation
moléculaire ou une association avec une maladie particuliére pour un set de genes
donné (25). Les ontologies significatives (valeur p < 0.05) ont été retenues pour
chaque cluster de génes.

7. Analyse immunohistochimique

Les MMPs surexprimés en analyse transcriptomique ont été retenues pour I'analyse
en IHC. MMP-2 est décrite comme surexprimée dans le cancer du col utérin et
associée a un pronostic défavorable dans de nombreuses études (14,22). Elle a
donc également été retenue pour l'analyse IHC, bien que non retrouvée comme
étant surexprimée en analyse transcriptomique. L’analyse immunohistochimique a
été réalisée a partir de 4 prélevements du groupe normal, 4 prélévements du groupe
HSIL et 4 prélevements du groupe cancer. Les prélévements retenus étaient pour
chaque groupe ceux dont la moyenne des fold changes des MMPs analysées était la
plus élevée. Aprées inclusion en Cell Path OCT, des coupes sériées de 4um ont été
effectuées au cryostat (CM3050S, Leica®, Solms, Allemagne) a une température de
-23°C. Les lames ont été fixées avec de I'acétone pendant 10 minutes puis incubées
avec du peroxyde d’hydrogéne a 3% pendant 10 minutes. Elles ont ensuite été
incubées avec les anticorps primaires des MMPs sélectionnées (Tableau

supplémentaire 2) pendant 30 minutes, a température ambiante en chambre
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humide, lavées, puis incubées 15 minutes en présence d’anticorps secondaires
biotinylés, lavées et incubées avec de la streptavidine couplée a la peroxydase
(Code KO0675, Dako®, Glostrup, Danemark). La réaction a été révélée en incubant
les lames avec le substrat chromogene pendant 10 minutes (Code K3468, Dako®,
Glostrup, Danemark) puis par réalisation de la contre-coloration avec 'hématoxyline
de Mayer. Les lames ont ensuite été montées en milieu non agueux.

Pour chaque lame, un contrdle positif et un négatif ont été réalisés. Pour chaque
patiente, une lame de tissus congelés a été colorée a ’hématoxyline-phloxine-safran
pour la lecture anatomopathologique selon la méthode du fournisseur (Tissus Tek
Prisma, Sakura®, Torrance, USA). Chaque lame a été Ilue par un
anatomopathologiste qui a veérifié le diagnostic (normal, lésion HSIL ou cancer) et a
validé la spécificitté de Ianticorps utilisé. Secondairement, deux procédés de
guantification informatisée ont été utilisés.

Le premier procédé de quantification informatisé de 'immunomarquage consistait a
quantifier le marquage de I'anticorps sur I'ensemble de la lame d’IHC pour chacun
des 12 patients et pour chaque anticorps (60 lames). Les images ont été acquises a
'aide du scanner de lames Hamamatsu Nanozoomer 2.0HT. Le logiciel CALOPIX a
ensuite permis de définir des régions d’analyses par suppression des zones
dépourvues de tissus puis de quantifier le signal a l'aide de [lalgorythme «
Morphometry ».

Le deuxieme procédé a permis de quantifier le marquage de I'anticorps en fonction
de sa localisation dans le tissu cervical pour chaque lame. Les images ont été
acquises en utilisant le microscope DMI 6000 Leica® (Solms, Allemagne) a I'objectif
x40 et une caméra couleur DFC 425C de 5 Mégapixels. Pour le groupe normal, 5
champs ont été réalisés au niveau de I'épithélium et 5 au niveau du stroma par lame
et par anticorps. Pour le groupe HSIL, 5 champs ont été réalisés au niveau de
I'épithélium dysplasique et 5 au niveau du stroma. Pour le groupe cancer, 5 champs
ont été réalisés au niveau des cellules cancéreuses et 5 au niveau du stroma péri-
tumoral. Les 600 champs étudiés ont été choisis au hasard. Un exemple de champ
obtenu pour chacun des trois groupes est montré sur la Figurel. Chaque champ été
réalisé au grossissement x40 et a été analysé via le programme d'analyse d'images

GIMP 2.8.22 (http://www.gimp.org/) Premierement, était calculé le nombre total de

pixels de I'image. Deuxiémement, était calculé le nombre de pixels correspondant

aux zones dépourvues de tissu. Apres soustraction des pixels dépourvus de tissu au
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nombre total de pixel, était obtenu le nombre de pixels correspondant au tissu
d’intérét. Troisiemement était calculé le nombre de pixels correspondant a
limmunomarquage de la MMP. La Figure 2 illustre cette troisieme étape. Le résultat
final représente le pourcentage de pixels immunomarqués comparé au nombre de
pixels du tissu d’intérét.

La reproductibilité intra-observateur de I'analyse réalisée sur le logiciel GIMP a été
évaluée. Toutes les images ont été relues deux fois par le méme opérateur et 56
images ont été relues par un deuxiéme opérateur pour estimer la reproductibilité
inter-observateurs. Deux coefficients de corrélation intra-classe ont été calculés a

partir de ces observations.

Figure 1 : Exemple de champs sélectionnés pour I'analyse en immunohistochimie

des métalloprotéinases matricielles (objectif X40). Les résultats sont exprimés en
pourcentage de surface marquée sur I'ensemble de la surface d’intérét.

A : MMP-1, épithélium normal : 1,72% ; B : MMP-9, stroma normal : 0,36% ; C :
MMP-12, lésion HSIL : 7,8% ; D : MMP-2, Iésion HSIL : 6,68% ; E : MMP-10, cancer
invasif : 10,39% ; F : MMP-1, cancer invasif : 5,79%.
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Figure 2: Exemple du processus de quantification informatisée de la surface de
tissu immunomarquée via le logiciel GIMP.

Premiérement, était calculé le nombre total de pixels de I'image.

Deuxiemement, était calculé le nombre de pixels correspondant aux zones
dépourvues de tissu.

Troisiemement était calculé le nombre de pixels correspondant a 'immunomarquage
de la MMP. La figure 2 illustre cette troisieme étape.

A: MMP-1, Stroma normal: 1211 pixels 0,83% de surface immunomarquée; B :
MMP-1, stroma HSIL: 5436 pixels 4,1% de surface immunomarquée, C : MMP-1
stroma péritumoral : 21271 pixels 18,0% de surface immunomarquée



8. Analyse statistique des données de I'lHC

Les statistiques sur les résultats de I''HC ont été réalisées a l'aide du logiciel
IBM SPSS Statistics version 20.0 (IBM Inc., New York, NY, USA). Les données
gualitatives sont présentées sous forme de fréquences absolues et de
pourcentage « () ». Les données qualitatives sont décrites sous forme de médiane
et d'intervalles interquartiles « [] ». Les difféerences entre les groupes ont été
évaluées par les tests statistiques appropriés (Test du X2 et celui de Wilcoxon
respectivement). Une comparaison 2 a 2 des trois groupes a ensuite été menée pour
chacune des MMPs aprés transformation logarithmique a I'aide de modéles linéaires
mixtes, prenant en compte le caractére répété des données (5 champs évalués).
Les liaisons entre les variables quantitatives (pourcentage de surface tissulaire
marquée) ont été évaluées par un coefficient de corrélation de Pearson. L’intervalle
de confiance a 95% est donnée entre « [] ». Une valeur seuil de p a 0,05 est choisie

pour considérer la difféerence comme statistiquement significative.

II. RESULTATS

1. Caractéristiques des patientes

Entre Octobre 2009 et Octobre 2011, 70 patientes ont été incluses dans I'étude : 17
dans le groupe normal, 28 dans le groupe HSIL et 25 dans le groupe cancer. L'age
moyen des patientes était 46,8 + 6,6 ans pour le groupe normal, 39,0 = 10,2 pour le
groupe HSIL, 52,5 + 10,4 pour le groupe cancer (p <0,01). Le groupe cancer

comprenait 16 carcinomes épidermoides et 9 adénocarcinomes.

2. Comparaison des sighatures transcriptionnelles

580 genes avaient un fold change >2 ou <-2 avec une valeur p<0,05 apres
comparaison entre les 3 groupes (Figure 3). Une classification hiérarchique des
échantillons a été réalisée pour permettre I'observation de groupes de patients, et
une classification par K-moyennes des géenes a permis de former 5 groupes de

genes. Les ontologies de chaque cluster surexprimé par K-moyennes ont été
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évaluées a l'aide d’EnrichR et sont affichées par ordre de signification. Les génes
présents dans les clusters 1, 2, 3 et 4 sont surexprimés dans les prélévements du
groupe cancer en comparaison au groupe sain. Le cluster 1 regroupe des génes
impliqués dans la signalisation cellulaire. Parmi les trois premieres ontologies les
plus significatives, on retrouve le recrutement de cellules immunitaires par
chimiokines et leurs récepteurs (CXCR chemokine receptor binding, chemokine
activity). Le cluster 2 regroupe des génes impliqués dans la fixation aux récepteurs
aux Immunoglobulines et I'activité d’endopeptidases. Le cluster 3 regroupe des
génes impliqués dans le remodelage tissulaire. C'est dans ce cluster que l'on
retrouve deux ontologies spécifiques (les deux ontologies les plus significatives) de
l'activité des MMPs. Le cluster 4 comprend des génes impliqués dans la réplication
et I'altération/réparation de I'ADN.

La Figure 4A représente I'expression moyenne des MMPs au sein des trois groupes
aprés transformation logarithmique. La moyenne d’expression génique des MMP-1,
MMP-9, MMP-10 et MMP-12 est plus importante dans le groupe HSIL vs groupe
normal et dans le groupe cancer vs groupe HSIL. La Figure 4B représente
'expression génique de chaque MMP pour chaque patiente. MMP-1 était
significativement surexprimée dans le groupe cancer (moyenne de niveau
d’expression 11,3 + 2,7) vs. groupe HSIL (8,1 + 1,7 ; p<0,005) et dans le groupe
cancer vs. groupe normal (7,1 = 1,2; p<0,005). MMP-9 était significativement
surexprimée dans le groupe cancer (13,2 = 1,7) vs. groupe normal (10,1 + 1,5;
p<0,005) et dans le groupe HSIL (12,0 + 1,2) vs. groupe normal (p<0,01). MMP-10
était significativement surexprimée dans le groupe cancer (9,2 + 2,5) vs. groupe
normal (6,8 + 1,5; p<0,01). MMP-12 était significativement surexprimée dans le
groupe cancer (10,7 + 2,2) vs. groupe normal (6,2 + 1,1 ; p<0,005), dans le groupe
cancer vs. groupe HSIL (8,1 £ 1,4; p<0,005) et dans le groupe HSIL vs. groupe
normal (p<0,05).
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Figure 3 : Comparaison de l'expression génique entre les trois groupes (normal,

HSIL et cancer).

A. Comparaison de I'expression génique entre le groupe normal et le groupe cancer. Seuls

les génes avec un fold change = 2 ou <-2, pour une valeur p < 0,05 ont été retenus pour

'analyse. La répartition en cluster hiérarchique des prélévements a permis de former quatre

groupes de patientes, et cinq clusters de géne ont été déterminés en fonction des K-

moyennes.
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Figure 3 : Comparaison de l'expression génique entre les trois groupes (normal,
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B. Ontologie de chaque cluster par K-moyenne obtenue par EnrichR et classés par ordre de

significativité.
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Figure 4 : Comparaison de l'expression génique des MMP-1, MMP-9, MMP-10 et
MMP-12 entre les trois groupes (normal, HSIL, cancer).

A. Expression moyenne (log 2) des MMPs entre les trois groupes déterminée par
microarrays.

B. Représentation de I'expression génique de chaque MMP pour chaque patiente. ***
valeur p < 0,005 ; ** valeur p < 0,01 ; * valeur p < 0,05.
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3. Comparaison de I’expression protéique des MMPs en IHC

Le coefficient de corrélation intra-observateur était de 0,89 (IC95% : [0,88; 0,91],
p<0,01), le coefficient de corrélation inter-observateur était de 0,91 (IC95% : [0,86 ;
0,95], p<0,01).

Lorsque I'on analyse I'expression protéique des différentes MMPs sur I'ensemble de
la lame, seule MMP-10 était significativement surexprimée dans le groupe cancer
versus groupe normal (Différence de moyenne -2,04 IC (-3,45 a -0,63) p=0,01) apres
transformation logarithmique (Tableau 1).

L’analyse de I'expression protéique des différentes MMPs en fonction de leur
localisation tissulaire (représentée sur la Figure 5) permet plus de conclusions.
MMP-1 était significativement surexprimée dans le stroma du groupe cancer
(Moyenne des pourcentages de surface de tissu marquée par MMP-1 sur la totalité
du tissu d’intérét: 5,6 + 2,4) vs. stroma du groupe HSIL (1,6 £ 1,0 ; p=0,03 aprés
transformation logarithmique des moyennes) et significativement surexprimée dans
le stroma du groupe HSIL vs. stroma du groupe normal (0,8 = 0,8; p=0,03). La MMP-
1 était également significativement surexprimée dans I'épithélium du groupe cancer
(4,8 £ 2,3) vs. épithélium du groupe normal (1,5 = 2,4 ; p<0,01) et significativement
surexprimée dans I'épithélium du groupe HSIL (4,1 £ 3,7) vs. I'épithélium du groupe
normal (p=0,02). Les MMP-9 et MMP-10 étaient significativement surexprimées dans
le stroma du groupe cancer (MMP-9 : 2,2 + 2,2 ; MMP-10 :19,8 + 16,0) vs. stroma du
groupe normal (MMP-9: 0,2 £ 0,2 ; p<0,01 ; MMP-10: 5,3 = 3,2 ; p=0,02). Aucune
différence significative n’a été retrouvée entre les trois groupes pour I'expression des
MMP-2 et MMP-12.
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Tableau 1 : Comparaison du pourcentage de surface immunomarquée sur lame
entiere en immunohistochimie par le logiciel CaloPix entre les groupes normal,

HSIL et cancer aprés transformation logarithmique.

*p<0,05

MMP | Prélevement | Prélévement valeur p différence de moyenne
Tissulaire Tissulaire (IC 95%)

1 Col sain HSIL 0,80 0,24 (-1,83 a 2,30)
Col sain Cancer 0,45 -0,71 (-2,79 a 1,35)
HSIL Cancer 0,32 -0,95 (-3,03a1,12)

2 Col sain HSIL 0,32 1,02 (-1,15a3,12)
Col sain Cancer 0,57 0,57 (-1,6 a 2,7)
HSIL Cancer 0,65 -0,45 (-2,63a1,72)

9 Col sain HSIL 0,49 1,57 (0,01 & 3,13)
Col sain Cancer 0,35 0,68 (-0,88 a 2,24)
HSIL Cancer 0,23 -0,89 (-2,45 a 0,67)

10 Col sain HSIL 0,16 -0,95 (-2,35a 0,46)
Col sain Cancer 0,010* -2,04 (-3,45 a -0,63)
HSIL Cancer 0,112 -1,10 (-2,50 a 0,31)

12 Col sain HSIL 0,18 1,56 (-0,87 a 3,98)
Col sain Cancer 0,99 -0,02 (-2,44 a 2,41)
HSIL Cancer 0,18 -1,57 (-3,99 a 0,84)
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V. DISCUSSION

En analyse transcriptomique, nous avons identifié quatre MMPs (MMP-1, MMP-9,
MMP-10 et MMP-12) dont I'expression est significativement augmentée dans les
Iésions cancéreuses du col utérin. Ces résultats ont été confirmés par I'analyse IHC
qui retrouve également une surexpression des MMP-1, MMP-9 et MMP-10 dans les
Iésions cancéreuses. En revanche, I'analyse en IHC ne permet par de retrouver de
différence d’expression pour MMP-12 entre les trois groupes.
A partir des années 2000, divers auteurs se sont intéresseés a I'expression des MMPs
dans le cancer du col de l'utérus. Il s’agit dans leur majorité d’études ciblées sur une
a deux MMPs sélectionnées pour leur implication dans d’autres cancers. Ces études
ont identifié avec des niveaux de fiabilité variables les MMP-1, MMP-2, MMP-7,
MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12 et MMP-14 comme étant surexprimées dans les
tumeurs cervicales et associées a un pronostic défavorable (14,14-21). Nous
n’'avons retrouvé que quatre études s’intéressant aux Iésions HSIL, et permettant
d’identifier une surexpression des MMP-1, MMP-2, MMP-11 ou MMP-12 dans ces
Iésions (17,22—-24). Les MMPs ne sont a ce jour pas utilisées en pratique courante ni
pour le diagnostic ni pour le traitement des cancers cervicaux.
A notre connaissance, notre étude est la premiére a utiliser une analyse
transcriptomique pour identifier des différences d’expression des MMPs a différents
stades du processus de cancérisation du col utérin. L’avantage de cette technique
est qu'elle permet d’explorer les différences d’expression des MMPs de facon
exhaustive. Les résultats de cette analyse ne sont que partiellement concordants
avec les données de la littérature puisque la MMP-2 — dont le rdle déterminant est
suspecté par plusieurs auteurs — n’est pas surexprimée dans notre étude. Les MMP-
7, MMP-11 et MMP-14, en revanche, ont été étudiées dans un trop faible nombre
d’études pour pouvoir conclure sur ce point.
Les MMP-1, MMP-9, MMP-10 et MMP-12 avaient déja été identifi€es comme des
marqueurs de I'évolution péjorative de cancers invasifs du col de l'utérus. Notre
étude, confirme d’'une part que ces enzymes sont exprimées au sein du cancer du
col utérin, mais surtout semble indiquer qu’il existe une augmentation significative de
leur expression au cours du processus de cancérisation du col utérin avec un niveau
d’expression intermédiaire pour les Iésions HSIL. L’analyse en IHC, réalisée sur les
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mémes prélévements confirme en partie les résultats. L’analyse sur lame entiére ne
permet pas de mettre en évidence de surexpression protéique des MMPs. En
revanche, lorsque l'on s’intéresse plus précisément a la localisation de la
surexpression des MMPs au sein des tissus, on retrouve une surexpression des
MMP-1, MMP-9 et MMP-10 au sein du stroma des |ésions cancéreuses avec une
augmentation de I'expression de MMP-1 au cours du processus de cancérisation du
col de l'utérus. Cette surexpression des MMPs au sein du stroma est concordant
avec leur fonction de dégradation de la MEC et de la membrane basale (10,11).
Notre étude a permis de décrire un nouveau mode d’analyse du marquage en IHC.
Cette technique simple présente I'avantage d’étre objective, reproductible et de
fournir une valeur chiffrée au marquage pour permettre des analyses statistiques de
comparaison des groupes et éventuellement d’établir des seuils.

L’absence de concordance parfaite entre analyse transcriptomique et IHC,
notamment pour MMP-12, peut-étre expligué en raison du faible nombre de
prélevements retenus pour I'analyse IHC. Ce choix, nécessaire en raison du grand
nombre de champs étudiés pour chaque lame d’'IHC, génére en effet, un manque de
puissance. Il est également possible que I'absence de surexpression protéique de la
MMP-12 s’explique par le fait que cette MMP, bien que transcrite, ne soit pas traduite
en protéine.

La force de notre étude est de permettre une analyse d’échantillons de patientes
ayant des lésions caractéristiques des différents stades de I'histoire naturelle du
cancer du col de l'utérus allant du col normal au cancer en passant par des HSIL. S'il
est impossible de disposer d’échantillons d’'une méme patiente aux différents stades
du développement d’'un cancer du col de l'utérus, notre modele permet néanmoins
de comparer I'expression des MMPs aux étapes clés de ce processus et d’identifier
de potentiels facteurs prédictifs d’évolution des lésions. En montrant qu’il existe une
augmentation de I'expression de certaines MMPs au cours du développement
tumoral, nos résultats soulignent le réle potentiel des MMPs dans I'histoire naturelle
du cancer du col de l'utérus. Le role des MMPs dans la progression tumorale est
d’ailleurs démontré. Elles sont impliquées dans la dégradation de la matrice
extracellulaire, de la membrane basale et dans la modification de voies de
signalisation cellulaire aboutissant a la progression tumorale et au développement

de métastases (12,26).
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V. CONCLUSION

En conclusion, au sein du stroma, I'expression de MMP-1 augmente de fagon
significative au cours des différentes étapes de l'histoire naturelle du cancer du col
utérin. Les MMP-9 et 10 sont surexprimées dans le stroma du cancer du col utérin.

L’analyse en IHC associée a une détection informatisée du marquage est une
technique reproductible et chiffrée pour détecter de facon fine ces différences
d’expression et pour localiser I'expression protéique au sein des tissus. D’autres
études sont nécessaires pour déterminer si les MMPs pourraient étre utilisées
comme facteurs prédictifs de I'évolution des lésions HSIL et leur réle exact dans

I’histoire naturelle du cancer du col de 'utérus.
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VI. ANNEXES

Tableau supplémentaire 1 : Types et caractéristiques de métalloprotéinases

matricielles.
Groupe de MMP | MMP Substrat Distribution
Collagénases MMP1 Collagéne I, I, 1lI, VII, VIII, X, Endothélium, intima,
gélatine, aggrécane, fibroblastes, adventices
protéoglycane vasculaires, plaquettes,
varices, muscle lisse,

MMPS8 Collagéne I, II, 1ll, V, VII, VIII, X, | Macrophages,

gélatine, aggrécane, elastine, neutrophiles

fibronectine , laminine

MMP13 Collagéne I, Il, I, IV, gélatine, Muscle lisse,

aggrécane, fibronectine , macrophages, varices,

laminine prééclampsie, cancer du
sein
Gélatinases MMP2 = Collagéne I, I, lll, IV, V, VI, X, Endothélium, muscle

Gelatinase | XI, gélatine, fibronectine , lisse vasculaire,

A laminine, protéoglycane adventice, plaquettes,
leucocytes, anévrisme
aortique, varices

MMP9 = Collagene IV, V, VII, X, XIV, Endothélium, muscle

Gelatinase | gélatine, Aggrécane, élastine, lisse vasculaire

B fibronectine, laminine, adventice,

protéoglycane microvaisseaux,
macrophages, anévrisme
aortique, varices

Stromelysins MMP3 Collagéne Il, I, IV, IX, X, XI, Endothélium, intima,
gélatine, Aggrécane, élastine, muscle lisse vasculaire,
fibronectine, laminine, plaguettes, maladie
protéoglycane, pro-MMP-1, -8 et | coronarienne,

-9 hypertension, varices,
fibroblastes synoviaux,
invasion tumorale

MMP10 Collagéne lll, IV, V, gélatine, Athérosclérose, utérus,

Aggrécane, élastine, prééclampsie, arthrite,

fibronectine, laminine, pro-MMP- | cellules de carcinome

1,-8et-10
Matrilysines MMP7 Collagene IV, X, gélatine, Endothélium, intima,

Aggrécane, élastine, muscle lisse vasculaire,

fibronectine, laminine, utérus, varices

protéoglycane, pro-MMP-2, -7 et

-8

MMP26 Collagene IV, gélatine, Cancer du sein, tumeurs

Fibrinogéne, fibronectine, de I'endométre

vitronectine, pro-MMP-2

MMP MMP14 Collagene I, II, 1lI, gélatine, Muscle lisse vasculaire,
transmembranai Aggrécane, élastine, fibrine, fibroblastes, plaquettes,
res fibronectine, laminine, cerveau, utérus,
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protéoglycane

angiogenése

MMP15 Gélatine, Aggrécane, Fibroblastes, leucocytes,
fibronectine, laminine, Pro- prééclampsie
MMP-2 et -13
MMP16 Gélatine, Aggrécane, Leucocytes,
fibronectine, laminine, pro-MMP- | angiogenése
2et-13
MMP17 Gélatine, Fibrine Cerveau, cancer du sein
MMP24 Gélatine, Pro-MMP-2 et -13 Leucocytes, poumon,
pancréas, rein, cerveau,
astrocytome,
glioblastome
MMP25 Collagéne IV, gélatine, pro- Leucocytes (Leukolysin),
MMP-2, astrocytomes
anaplasiques,
glioblastomes
Groupe MMP12 Collagéne 1V, gélatine, Elastine, | Muscle lisse,
hétérogéne fibronectine, laminine, Caséine, | fibroblastes,
plasminogéne macrophages, grande
veine saphéne
MMP19 Collagéne |, IV, gélatine, Foie
agrecan, fibronectine, laminine,
caséine
MMP20 Collagéne V, Agrécane, protéine | Email dentaire
oligomére du cartilage,
amélogénine
MMP21 al-antitrypsine Fibroblastes,
macrophages, placenta
MMP23 Gélatine Ovaire, testicule,
prostate
MMP27 Cceur, leucocytes,
macrophages, reins,
endomeétre,
menstruations, os,
arthrose, cancer du sein
MMP28 Caséine Peau, kératinocytes
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Tableau supplémentaire 2 : Anticorps primaires utilisés pour 'analyse
immunohistochimique.

HME-MMP12

France)

Nom de I’anticorps Laboratoire Concentration | Témoin
Fournisseur d’utilisation positif de
I’anticorps
primaire
MMP1 Monoclonal Antibody to Acris Antibodies | 1/250 Placenta
MMP1-purified (Herford,
Allemagne)
MMP2 Mouse monoclonal [A-Gel | GeneTex 1/50 Placenta
VC2] to MMP2 (Hsinchu City,
Taiwan)
MMP9 Mouse monoclonal [GE- | GeneTex 1/25 Placenta
213] to MMP9 (Hsinchu City,
Taiwan)
MMP10 | Matrix Metalloproteinase | Labomics 1/500 Placenta
10 (Nivelles,
(MMP10/Stromelysiné) Belgique)
Rabbit anti-Human
polyclonal Antibody
MMP12 | Monoclonal Anti-Human Dentritics (Lyon, | 5 pug/ml Placenta
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