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Résumé
PROBLEMATIQUE : La CT est un marqueur sérique trés utile pour le diagnostic et le suivi du CMT.
Toutefois ;les valeurs de CT fournies par différentes trousses de dosage peuvent étre discordantes, entrainant des
difficultés d'interprétation des résultats. Dans cette étude, nous avons comparé deux trousses radio-
immunometrique pour le dosage de la CT.
MATERIEL ET METHODE : le taux de CT a été mesuré chez 66 patients au moyen de deux trousses radio-
immunometriques : CISBIO international IRMA qui est la référence « gold standard » et BECKMAN-
COULTER.
Une comparaison des moyennes, un test de corrélation, un diagramme de Bland-Altman, un test de linéarité
Passing Bablok ainsi qu’une courbe R.O.C ont été effectués.
RESULTATS : pas de différences entres les moyennes, 1’existence d’une corrélation significative entre les
résultats, seuil de positivité optimal pour BECKMAN-COULTER de 13,69 pg/mL, cependant il y a une
discordance dans les valeurs hautes de CT.
CONCLUSION : Malgré la bonne corrélation retrouvée entre les 02 trousses, le probleme de la dispersion des
valeurs moyennes et hautes de CT, constatée sur la trousse BECKMAN-COULTER et en dépit de son cout
sensiblement réduit a celui de CISBIO International IRMA .elle ne peut constituer une bonne alternative a la
trousse de référence dans le cadre de notre étude.
Mots clés : calcitonine, dosage radio-immunometriques, comparaison de methodes
Abstact
PROBLEM: CT is a useful serum marker for the diagnosis and follow-up of CMT. However. The values of CT
provided by different assays may be discordant, resulting in difficulties in interpreting the results.
In this study, we compared two radioimmunoassay Kits for CT assay.
MATERIAL AND METHOD: CT was measured in 66 patients using two radioimmunoassay kits: CISBIO
International IRMA which is the gold standard and BECKMAN-COULTER.
A comparison of the average values, a correlation test, a Bland-Altman diagram, a Passing Bablok linearity test
and an R.O.C curve were performed.
RESULTS: Despite the good correlation found between the 02 kits, the problem of the dispersion in the average
and high values of CT, observed on the BECKMAN-COULTER kit and despite its reduced cost compared to
CISBIO International IRMA, can not constitute a Good alternative to the reference Kkit.

Keywords: calcitonin, radioimmunometric assay, comparison of methods
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. Introduction

Les carcinomes thyroidiens ne représentent que 3-4% de toutes les tumeurs humaines 27,
Néanmoins, c'est la néoplasie endocrine la plus fréquente et est la tumeur humaine avec la
plus forte augmentation d'incidence au cours des deux derniéres décennies ®. Il peut étre
catégorisé en différents histotypes: le carcinome papillaire de la thyroide (CPT), le carcinome
folliculaire de la thyroide (CFT) et le carcinome anaplasique de la thyroide (CAT), tous
dérivés de cellules folliculaires et le carcinome médullaire de la thyroide (CMT), qui provient

des cellules C parafolliculaires™®".

Le CMT représente 3 — 4 % de ces cancers [l il a été décrit pour la premiére fois par
Hazard et Crile en 1959 % En 1966, Williams *% a démontré que le CMT provient des
cellules C parafolliculaires qui dérivent de la créte neurale de la glande thyroide. Et en 1968
Tashjian et ses collegues ont découvert que ces cellules C sécretent de la calcitonine dont les
taux sont alors particuliérement exacerbés lors d’un CMT ®"% et ont montré que le calcium
administré par voie intraveineuse, ou la pentagastrine, ou les deux ensemble, sont de puissants

sécrétagogues de CT L7AL72]

La CT est une protéine constituée de 32 acides aminés. Elle est le chef de file d'une grande
famille peptidique : CT gene-related peptides | et Il (CGRP-1 et II), adrénomédulline,
amyline. Sa sécrétion est régulée par les niveaux sériques de calcium, et elle est métabolisée
dans le foie et le rein. Elle a une action hypocalcémiante et hypophosphatémiante. Elle inhibe
le catabolisme osseux en agissant sur ’activité des ostéoclastes qui possédent un nombre
élevé de récepteurs de haute affinité pour la CT. La présence de ces récepteurs a aussi €té
mise en évidence sur de nombreuses cellules ou tissus normaux, tels que le cerveau, le
poumon et les cellules lymphoides **7). Son réle & leurs niveaux demeure un sujet intéressant

pour les recherches ultérieures.

Afin de garantir une prise en charge optimale du CMT, les explorations biologiques doivent
étre précises, associées a une interprétation rigoureuse. Le dosage de la CT est aujourd’hui de
plus en plus souvent réalis¢ pour dépister le CMT dans le cadre d’une pathologie nodulaire
thyroidienne ™% ¢’est un marqueur tumoral trés sensible mais sa spécificité n’est pas
absolue. En effet, ’hypercalcitoninémie peut également étre reliée a d’autres pathologies,
comme [’insuffisance rénale, les tumeurs endocrines autres que le CMT et I’hyperplasie des
cellules C. Cette mise au point vise @ mieux connaitre les difficultés d’interprétation d’un taux

élevé de CT et a aider a la prise en charge des patients. Et bien qu’il n’y ait pas de réel



consensus sur les valeurs et seuils recommandés, les données actuelles suggerent que ses taux

devraient étre inferieurs & 10 pg/mL chez une personne saine %! .

Ces dernieres années, d'importants progrés ont été réalises dans le domaine des dosages
immunologiques pour mesurer la CT serique et qui sont bases sur des réactions antigene-
anticorps, chacune d’entre elles possédant des spécificités proprest %! Cependant des
différences significatives entre ces dosages ont été rapportées en comparant les résultats
obtenus avec ces différents tests "> 1781 ceci est dus & des différences dans les anticorps de
capture et de détection ainsi qu’aux les différents précurseurs de CT. Aussi, il a été constaté
que les valeurs de CT étaient plus élevées chez les hommes que chez les femmes et, par
conséquent, I'application d'une limite de diagnostique unique était remise en question %8 71
[178] 'Une hypercalcitoninémie parasite due & une interférence par des anticorps hétérophiles
présents dans le sérum a également été rapportée 1%, Le probléme commun avec le test de la

CT réside alors en la difficulté & interpréter ces variations inter-trousses .

Le suivi des patients atteints de CMT au niveau du service de médecine nucléaire de
Tlemcen se fait par la trousse CISBIO International IRMA, considérée comme la trousse de
référence « Gold standard » "), Considérant le réle primordial du dosage de la CT comme
marqueur tumoral dans cette pathologie, il nous a semblé pertinent de comparer cette derniére
avec une nouvelle trousse utilisant le méme principe de dosage a savoir radio-
immunométrique du fournisseur Beckman-Coulter, tout en évaluant le rapport cout/efficacité

de ces 02 trousses.

Objectif de I’étude

Comparaison de deux trousses radio-immunomeétriques pour le dosage de la thyrocalcitonine
du fabricant BECKMAN-COULTER avec celle de CISBIO International prise comme « gold
standard » avec évaluation du rapport cout/efficacité.



Il. Partie théorique
I1.1. La glande thyroide

11.1.1. Introduction

La thyroide est une glande endocrine située a la base du cou agissant sur le métabolisme de
la plupart des cellules de 1’organisme. Bien que les goitres soient décrits depuis des temps
reculés, la fonction thyroidienne est restée longtemps mystérieuse. Au xix® siécle, King, un
chirurgien anglais, révéle que la thyroidectomie détermine 1’apparition d’un myxcedéme.
Depuis, les connaissances ne cessent d’évoluer avec 1’isolement de la thyroxine (T4) en 1925
par Kendall puis de latri-iodothyronine (T3) et de la thyrotropine (TSH). Le réle primordial
de I’iode comme substrat régulateur de la biosynthése hormonale thyroidienne est maintenant
établi mais certains acteurs de la physiologie thyroidienne restent imparfaitement

identifigs™,

11.1.2. Embryologie thyroidienne

La glande thyroide humaine est reconnaissable dans un embryon de quatre semaines. Chez
I’homme la thyroide est dérivée de la fusion d’une ébauche thyroidienne centrale (ETC),
impaire et médiane, et deux ébauches latérales : les corps ultimo-branchiaux (CUB). Le
diverticule thyroidien apparait dés le 22°™ jour entre le premier et le deuxiéme arc branchial,
son aspect initial est celui d’un épaississement médian de 1’endoderme du plancher du
pharynx primitif localisé entre les premieres poches pharyngiennes. Au 26°me jour, ’ETC
s’invagine ventralement formant le divercule thyroidien qui augmente rapidement de volume
et devient bilobé. Au 32°™ jour la partie antérieure de I'ETC s’est rétrécie en un tube
épithélial, le canal thyréoglosse, qui connecte 1’ébauche linguale et la portion caudale de
I’ETC. Celle-ci est a present subdivisée en deux lobes : droit et gauche, reliés par une partie
3éme

amincie, 1’ébauche de I’isthme thyroidien. Au 3 jour le canal thyréoglosse commence a

se fragmenter. Sa portion caudale persiste dans un cas sur deux sous la forme du lobe

pyramidal de la thyroide qui prolonge antérieurement 1’isthme 31,

La thyroide atteint sa position sur la face ventrale de la trachée vers la 7™ semaine. Au total
I’ETC aura formé 1’isthme, les lobes droit et gauche, le cas échéant, le lobe pyramidal de la
thyroide définitive. La thyroide est fonctionnelle des le troisieme mois. Les cellules
produisant la T4 et la T3 sont dérivées de I’endoderme. Les cellules produisant la calcitonine

(CT) proviennent de la fusion de I’ébauche thyroidienne avec les CUB préalablement infiltrés



par des cellules de la créte neurale. Les vaisseaux sanguins et la capsule de tissu conjonctif,

quant & eux, proviennent du mésoderme splanchnique entourant le diverticule thyroidien 1.
11.1.3. Anatomie thyroidienne

11.1.3.a. Structure et situation

la glande thyroide est un organe de faible volume pesant moins de 30 grammes, a 1’état
normal, ), de couleur rose ou marron elle a la forme d’un papillon dont les deux ailes, les
lobes, d’une longueur de 45-55mm et d’une largeur de 20-25mm, latéralement symetriques
sont situés contre les anneaux de la trachée et reliés en avant par un isthme mesurant environ
2-2,5mm [ Elle se situe en regard de la 6™ vertébre cervicale jusqu’a la 1% thoracique. Elle
est installée dans sa loge formée par la gaine viscérale du cou et entourée par le fascia
prétrachéale. Les ligaments de Gruber sont au nombre de 3 : un median qui a pour origine
I’isthme et deux latéraux au niveau des lobes : ils fixent solidement la thyroide a la trachée.
La glande est maintenue dans un état de suspension par la trame fasciale [". Le rapport
anatomique fondamental de la thyroide est celui des nerfs laryngés récurrents qui se trouvent

a la face postérieure de la glande ® ( Figure 1).

11.1.3.a Vascularisation
La glande thyroide richement vascularisée, recoit de 80 & 120mL de sang par minute ! ce
flux sanguin est régulé essentiellement par les fibres adrénergiques et cholinergiques ayant

respectivement pour origine le ganglion sympathique cervical et le nerf vague *°!.

11.1.3.a.1. Vascularisation artérielle
Le sang artériel est distribué par I’artere thyroidienne supérieure, branche de la carotide

externe, et I’artére thyroidienne inferieure, ayant pour origine 1’artére sous-claviere o1,

11.1.3.a.2. Vascularisation veineuse

Le drainage veineux est assuré :

Au pole supérieur : par le pédicule supérieur vers la jugulaire interne.
Aux parties latérales des lobes : par les branches directes vers la jugulaire interne.

Au pole inferieur et isthme : drainage vers le tronc innominé conjointement avec le thymus .
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Figure 1 : schéma anatomique de la glande thyroide

11.1.3.a.3. Drainage lymphatique

Les collecteurs lymphatiques thyroidiens se drainent vers;
* En haut : les lymphonoeuds prélaryngés
* En bas : les lymphonoeuds prétrachéaux

« Latéralement : les lymphonoeuds cervicaux profonds ® (Figure 2).

cartilage
thyroide

veine jugulaire
interne gauche

glande
thyroide

artere carotide
primitive gauche

trachée

veine sous-claviére gauche

tronc brachio-céphalique gauche



prétrachéaux

3- lymphonoeuds
cervicaux profonds
4-lymphonoeuds
v < 4 récurrentiels

2 —

licr9¥%
m‘ 1- lymphonoeuds
e’ prélaryngés
‘ 2- lymphonoeuds
Che

L

Figure 2 : drainage lymphatique de la glande thyroide ™2

11.1.4. Histologie thyroidienne

La glande thyroide est entourée par une capsule externe de tissu conjonctif lache et par une
capsule interne fibro-élastique. De la capsule interne partent de fins septa fibreux, qui divisent

la glande en lobules et qui sont le support de la vascularisation sanguine et lymphatique.

Les unités fonctionnelles de la thyroide sont les follicules thyroidiens : ce sont des
formations sphériques comprenant : une paroi, constituée par un épithélium cubique simple
reposant sur une lame basale et comportant deux types de cellules : les cellules folliculaires
(ou thyréocytes) représentant 98% du follicule ™ et les cellules C sécrétrices de CT. le

contenu de ces follicules est amorphe, pateux et jaunatre & 1’état frais, c’est la « colloide » ™
(Figure 3)
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Figure 3: follicule thyroidien (coupe histologique)

Les follicules thyroidiens sont responsables de la synthése et de la sécrétion des hormones
iodées T3 et T4.

Figure 4 : structure d'un follicule thyroidien ™!

Dans la glande thyroide active, les follicules sont petits et la quantité de colloide diminue;
les cellules de revétement sont hautes, cubiques, reflet d'une synthése et d'une sécrétion

hormonale active, des vacuoles de résorption sont percus au pole apical des cellules.

Par contre, les follicules de la thyroide peu active sont distendus par la colloide stocké et les

cellules du revétement sont aplaties contre la membrane basale ™! (Figure 5).

Le pdle basal des cellules folliculaire repose sur la lame basale du follicule, leur pdle apical
présente des microvillosités se projetant dans la colloide, et leurs faces latérales sont réunies a

celles des cellules folliculaires adjacentes par des complexes de jonction. Elles possédent un



noyau basal ou central, des mitochondries, un réticulum endoplasmique granulaire et des
ribosomes, un appareil de Golgi supranucléaire et de nombreux lysosomes, phagosomes

(« gouttelettes de colloide ») et phagolysosomes, surtout & leur pole apical ™

Moins nombreuses que les thyréocytes, les cellules C secretrices de CT sont situées contre
la lame basale des follicules et n’entrent jamais en contact avec la colloide. Elles sont
principalement caractérisées, en microscopie électronique, par la présence dans leur
cytoplasme de nombreux grains trés denses bordés par une membrane. Ces grains de secrétion
de CT seront ensuite libérés par exocytose en réponse a une élévation de la calcémie. Ses
principaux organes cibles sont le tissu osseux et le rein en inhibant la résorption osseuse et en

augmentant 1’excrétion urinaire de calcium d’ou un effet hypocalcémiant ™

follicules au repos

follicules actifs
o

Figure 5: coupe histologique du follicule thyroidien au repos et en activité ™!

11.1.5. Physiologie thyroidienne
11.1.5.a. Métabolisme de I’iode

I1.1.5.a.1. Propriétés générales

Pour la synthese des hormones thyroidiennes, de la T4 et de la T3, il faut des niveaux
adéquats d'iode, un oligoélément découvert par Bernard Courtois en 1811 de numéro
atomique 53 et de symbole 1 *®). L iode est retrouvé essentiellement dans I'eau de boisson, les

algues, les poissons, les crustacés " mais surtout dans le sel de table qui fait 1’objet d’une
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supplémentation iodée dans les pays ou la carence en iode se produit a fin d’assurer un apport
suffisant pour toute la population M(Tableau I). Quant aux aliments végétaux, leur teneur
d’iode dépend de ses taux dans le sol et dans les eaux souterraines utilisées dans 1'irrigation,

dans les engrais des cultures et dans I'alimentation du bétail .

Tableau | : dose journaliére d'iode recommandée par ’OMS et I’UNICEF 2

Dose journaliere d’iode (png/jour)

Enfants d'age préscolaire (0 a 59 mois) 90

Enfants entre 6 et 12 ans 120
Adolescents de plus de 12 ans et adultes 150
Femmes enceintes et allaitantes 250

11.1.5.a.2. Absorption et transport
L'iode alimentaire se trouve sous forme d'iode organique qui se transforme en iodure (iode

minéral) directement assimilée au niveau gastroduodénal.

L’iode est spécifiquement concentré au niveau de la thyroide mais est également capté par

les glandes salivaires et gastro-intestinales.

A la membrane baso-latérale des cellules folliculaires thyroidiennes, un symporteur Na+/I-
(NIS) dépendant d’une pompe ATPase transporte activement 1’iodure dans la cellule. Il s agit
d’un systéme comportant une glycoprotéine ayant 12 acides aminés transmembranaires

appelé : symporteur d’iode. Il est code par un géne situé sur le chromosome 19.

L’expression de NIS et son activation sont induites par la TSH hypophysaire et réprimée par

I’abondance en Thyroglobuline (hTg) dans le colloide folliculaire.

Le systéme peut également transporter d’autres ions monovalents tels que le pertechnétate

(TcO. ?, le perchlorate (ClO4) et le thiocyanate (SCN)).

A la membrane apicale, un transporteur 1/CI’, la pendrine régule la concentration
intracellulaire en iodure en I’exportant dans le colloide. La pendrine est le produit du géne
PDS (Pendred syndrom Gene) dont I’expression est activée par 1’abondance de hTg dans le

colloide™,



11.1.5.a.3. Elimination
L'élimination de I'iode se fait dans les urines avec une clairance rénale proche de 35 mL/min.
De faibles quantités de 1’iode absorbé sont aussi perdues au travers de la peau et dans 1’air

expiré 1%,

11.1.5.b. Les hormones thyroidiennes
11.1.5.b.1. Structure

Les hormones thyroidiennes sont des molécules liposolubles possédant une méme structure
organique : la thyronine, formée par deux noyaux aromatiques reliés par un pont éther. Les
hormones se différencient entre elles par le nombre et la place variables des atomes d'iode
qu’elles portent ! (Figure 6)

3 3
I I

31 3 1
NH:
i OH ere=c!
OH o CH:=CH ° He=CH
N\ \coou
i COOH
I

L 4 51

o i T4 : tétra-iodothyronine
T3 : tri-iodothyronine

thyroxine
I I
NH:
OH o CH2=CH
COOH
I T3 reverse
(forme inactive)
I I
NH: NH:
7
OH CH; ‘CH\ oM CH:‘CH\
COOH Précurseurs COOH
[Mono-iodofvrosine I | Di-iodotyrosine

Figure 6:structure chimique des hormones thyroidiennes et leurs précurseurs 2!

11.1.5.b.2. Biosynthese
11.1.5.b.2.1. Captation active de I’iode par la thyroide

L'étape initiale dans la formation des hormones thyroidiennes est l'absorption et la
concentration d'iodure par les cellules du follicule thyroidien. Elle met en jeu le symporteur
NIS qui fonctionne contre un fort gradient de concentration, réclamant ainsi une quantité
importante d’énergie, la concentration d'iode dans la glande thyroide augmente alors a
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environ 30 fois sa concentration dans le sang, mais pendant les périodes de stimulation active,

la concentration d'iode peut atteindre 250 fois celle du plasma 01122,

11.1.5.b.2.2. Oxydation de I’iodure et couplage

L’iodure ainsi étre concentré dans les thyréocytes, diffuse vers la lumiére des follicules et est
immédiatement oxydé a la surface de 1I’épithélium par la thyroperoxydase (TPO). Cette
enzyme est codée par un gene situé sur le chromosome 2. La forme oxydée de I’iode
s’incorpore aux résidus tyrosyls de la hTg pour donner la mono-iodotyrosine (MIT) et la di-
fodotyrosine (DIT). Plusieurs minutes, heures ou jours plus tard, dans un processus appelé
couplage, les Todotyrosines (MIT et DIT) se combinent pour former des iodothyronines, dont
deux sont les hormones thyroidiennes actives : la T3 et la T4. Seulement 20% de la tyrosine
iodée subit un couplage, le reste subsistant comme MIT et DIT. Une fois le couplage terminé,
chaque molécule de hTg contient une a trois molécules de T4 et des quantités moindres de T3.
Les hormones thyroidiennes ainsi synthétisees restent fixées a la hTg et sont stockée pendant

plusieurs moi dans le colloide #7231,

11.1.5.b.2.3. La sécrétion des hormones thyroidiennes

Dans la premiére etape de la sécrétion de I'normone thyroidienne, la cellule folliculaire
ingére un morceau de colloide pour former une goutte colloidale. Dans la cellule, la goutte
colloidale est ingérée par les lysosomes, dont les enzymes décomposent la molécule de hTg
en hormones thyroidiennes biologiques actives, T4 et T3, ainsi que les Todotyrosines
inactives, MIT et DIT. Les hormones thyroidiennes, aprés passage a travers les membranes
externes des cellules folliculaires, sont libérées dans le sang. Le MIT et le DIT n'ont aucune
valeur endocrine. Environ 90% des hormones libérées par la glande thyroide apparaissent
initialement sous la forme de T4. Cependant, une majorité du T4 qui est sécrétée par la glande
thyroide est ensuite convertie en T3. La majeure partie de la T3 circulante est dérivée de la T4
sécretée plutdt que de la sécrétion thyroidienne. La T3 est quatre fois plus puissant sous sa

forme biologique que la T4 et est la principale hormone qui interagit avec les cellules cibles
[22]

11.1.5.b.2.4. Transport dans le sang
Les molécules de T3 et de T4 sont fortement liées aux protéines plasmatiques (99%)

principalement & la globuline liant la thyroxine TBG (Thyroxin-binding globulin) ©.
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11.1.5.b.3. Mode d’action des hormones thyroidiennes
Les effets biologiques des hormones thyroidiennes dépendent de leurs concentrations
cellulaires, qui présentent une relation complexe avec leurs concentrations sériques en raison

du métabolisme tissulaire et du transport transmembranaire 2!,

Apreés passage transmembranaire, les hormones thyroidiennes vont agir au niveau de sites
d’actions nucléaires ; La T3 se lie & un récepteur cytosolique nucléotrope ; le complexe entre
dans le noyau et participe a la régulation de I'expression génique, ainsi qu’au niveau de sites
d'actions extra nucleaires ; La T3 exerce des actions membranaires avec un effet facilitateur
du meétabolisme cellulaire avec potentialisation des récepteurs adrénergiques et des pompes
ioniques, et facilitation du passage de substrat énergétiques tels que le glucose et les acides
aminés. Elle exerce également des effets au niveau de la mitochondrie avec augmentation de

la calorigénése et de la consommation en oxygene 3.

11.1.5.b.4., Role physiologique

Les effets des hormones thyroidiennes sont multiples et leurs influences se marquent a tous
les niveaux de 1’organisation de 1’individu, depuis sont comportement jusqu’au sein méme
des tissus et de la cellule. Une réduction de la qualité de vie liée a la santé est freqguemment
rapportée chez les patients atteints de maladies thyroidiennes 2!,

Ces effets biologiques peuvent étre divisés en deux classes principales :

11.1.5.b.4.1.  Effets sur le métabolisme
11.1.5.b.4.1.1. Calorigenese

Les hormones thyroidiennes permettent d’augmenter la consommation tissulaire d’oxygene
par I’intermédiaire d’activation de nombreux systémes enzymatiques, cette augmentation des
combustions explique que I’hormone thyroidienne intervienne dans la régulation thermique.

Ainsi une hypothyroidie peut s’accompagner de frilosité [271[28][29]

11.1.5.b.4.1.2. Métabolisme des glucides

Les hormones thyroidiennes augmentent I’absorption intestinale des glucides conduisant a
une hyperglycémie et accélérent par la suite leur consommation périphérique %, Elles

. . . L . . . 27
seraient aussi responsables de la modulation de la sécrétion d’insuline [27]

11.1.5.b.4.1.3. Métabolisme des lipides
Les hormones thyroidiennes augmentent la lipogenése et la lipolyse. Les réserves en graisse

sont alors inversement proportionnelles au taux d’hormones thyroidiennes BU Les patients en
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hyperthyroidie présentent une diminution des taux de cholestérol total et de lipoprotéines de
faible densité (LDL) dans le sérum en raison d'une augmentation concomitante du
catabolisme des LDL, de I'excrétion du cholestérol par la bile et d'une diminution de la

[32]

circulation entérohépatique de I'acide biliaire Dans le cas contraire une

hypercholestérolémie est constatée.

11.1.5.b.4.1.4. Métabolisme des protides
Les hormones thyroidiennes accélérent la synthése et la dégradation des protéines %

11.1.5.b.4.1.5. Métabolisme de I’eau et des électrolytes
Les hormones thyroidiennes provoguent une augmentation de la diurése en augmentant la
filtration glomérulaire et en diminuant la réabsorption tubulaire de 1’eau, elles accroissent

L. . , . 33
|’excrétion urinaire et fécale du calcium B,

11.1.5.b.4.2. Effets sur les systéemes et les tissus
11.1.5.b.4.2.1. Systéme cardiovasculaire

Les hormones thyroidiennes augmentent la fréquence cardiaque, la force de contractilité, il
s’en suit alors une augmente du débit cardiaque, elles favorisent aussi la vasodilatation
périphérique BUBY. De nouvelles preuves sont apparues sur l'importance de I'hormone
thyroidienne dans la réponse du myocarde au stresse ischémique et au remodelage cardiaque
aprés un infarctus du myocarde B4, L'état hypothyroidien est a I’ origine de bradycardie et
peut induire une altération du muscle cardiaque entrainant une réduction sévére de la fonction

cardiaque accompagnée d’un taux d'enzymes cardiaques élevées (351,

11.1.5.b.4.2.2. Systéeme nerveux central
La stabilit¢é émotionnelle, le comportement, 1’état mental des individus sont susceptibles

[36]

d’étre profondément modifiés en cas de troubles fonctionnels thyroidiens Une

hypothyroidie maternelle lors de la gestation n’est pas sans conséquence, aboutissant a des

déficits cognitifs et des problémes du comportement chez 1’enfant 371

11.1.5.b.4.2.3. Muscle

Une hypotonie et une paresse musculaire généralisée sont constatées dans 1’hypothyroidie,
alors que dans I’hyperthyroidie existe un catabolisme trés rapide des protéines musculaires
dont témoignent la créatinurie et le faible taux de créatinine et de phosphocréatine dans le

muscle B4,
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11.1.5.b.4.2.4. Hémostase
Les hormones thyroidiennes agissent sur 1’érythropoic¢se, une insuffisance thyroidienne

provoque I’apparition d’une anémie hyperchrome 1]

Il a était démontré que la plupart des anomalies de la coagulation, associées a des troubles
thyroidiens sont une consequence directe de I'action des hormones thyroidiennes sur la
synthése de divers facteurs hémostatiques ou d’un déréglement de la fonction immunitaire.
[38].

Les patients atteints d'hyperthyroidie ou d'hypothyroidie subcliniqgue ont un risque
thrombotique accru, alors que les patients souffrant d'hypothyroidie manifeste ont une

tendance 4 la saignée ¥,

11.1.5.b.4.2.5. Croissance

Les hormones thyroidiennes favorisent indirectement la croissance par action sur
I’hypophyse, et elles agissent en synergie avec I'hormone de croissance et d'autres facteurs de
croissance qui favorisent la formation osseuse Y. La thyrotoxicose (élévation du taux
d’hormones thyroidiennes libres) est une cause établie d'ostéoporose secondaire et la
signalisation anormale de I'hormone thyroidienne a récemment été identifiée comme un

nouveau facteur de risque d'arthrose “°!.

11.1.5.b.5. Régulation de la biosynthese
Le régulateur le plus important de la sécrétion des hormones thyroidiennes est la TSH, qui

est sécrétée par I'nypophyse.

11.1.5.b.5.1. La thyréostimuline ou thyrotropine TSH

C’est une glycoprotéine secrétée par des cellules spécialisées de ’antéhypophyse, est
constituée d’une sous-unité o et d’une sous-unité B spécifique. La TSH se lie aux récepteurs
membranaires des thyréocytes et stimule via une protéine G [’adénylcyclase et la
phospholipase C. Sa demi-vie est de 60 minutes. Presque toutes les étapes de la synthése et de
la sécrétion de I'normone thyroidienne sont stimulées par la TSH ; elle stimule le processus de
piégeage de l'iodure et chaque étape de la synthése de T4 et T3. Elle stimule également
I'endocytose du colloide et sur l'ultime libération de T4 et de T3 dans la circulation. En plus
d'améliorer la secretion des hormones thyroidiennes, la TSH est également responsable du
maintien de I'intégrité structurale de la glande thyroide ; lorsque la TSH est absente, la glande
thyroide s'atrophie et sécréte ses hormones a un taux trés faible. Inversement, une stimulation

soutenue par la TSH entraine une augmentation de la taille de chaque cellule folliculaire
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(hypertrophie) ainsi qu'une augmentation de leur nombre (hyperplasie), donnant lieu & un
goitre P4

11.1.5.b.5.2.  Control hypothalamo-hypophysaire

La secrétion des hormones thyroidiennes est aussi régulée par un processus de rétroaction
négative impliquant I’hypothalamus, I'hypophyse antérieure et la glande thyroide. L'hormone
d'initiation dans ce processus, la TRH (thyrotropin releasing hormone), est synthétisée et
stockée dans I'hypothalamus, elle stimule la sécrétion de TSH tandis que la somatostatine et la
dopamine I’inhibent. De plus, les hormones thyroidiennes exercent un rétrocontrdle négatif
sur la synthése et la libération de la TSH et de la TRH, ainsi une augmentation de la T3 et de
la T4 plasmatique entraine une diminution de la sensibilité de I’antéhypophyse a la TRH. Il

s’en suit une baisse de sécrétion de la TSH et par conséquent une diminution du taux de T3 et
T4 2224 (Figure 7).

hypothalamus

TRH
+ Thyreotropin Releasing Hormone

/

hypophyse

Rétrocontrile
négatif

TSH
Thyroid Stimulating Hormone

' /’\
\ \ (  thyroide )

\ NS

Hormones Tl\yro'fdiennes

L'axe thyréotrope

Figure 7: axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien : régulation de la sécrétion des
hormonest.
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11.1.5.b.5.3.  Autorégulation thyroidienne

L’autorégulation thyroidienne correspond a des mécanismes transitoires permettant un
blocage de I’iodation et de la sécrétion en cas d'exces d'iode ce qui conduit d’abord a une
synthese excessive des hormones thyroidiennes jusqu'a atteindre leur maximum, au dessus
d’un certain niveau, on observe un blocage de 1’organification de 1’iodure et de la synthése
hormonale (effet Wolff-Chaikoff). Dans un troisieme temps, il y a un phénoméne
d’échappement a ce blocage bientot suivi d’une désensibilisation de la thyroide a I’effet de la
TSH. S’y ajoutent d’autres phénomenes qui concourent a une diminution de la production
d’hormones thyroidiennes et a une dégradation de la glande. A terme, la fonction de la
thyroide redevient normale ; il n’en est probablement pas de méme de sa structure qui reste
partiellement dégradée. Il est important de souligner qu’un exces d’iode peut conduire a une
thyrotoxicose ou a une hypothyroidie accompagnée éventuellement d’un goitre.

La carence en iode a pour conséquence directe une diminution de la synthése hormonale et
I’établissement d’un état d’hypothyroidie. On assiste a une augmentation de la TSH circulante
(14 U B2 Figyre 8)

Effet Wolff-Chaikoff
) 5

Echappement

v

Production
thyroidienne

1/ -
Apport iodé

Figure 8: hormones thyroidiennes et apport iodé (3.
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I1.2. Le cancer médullaire de la thyroide

11.2.1. Définition et épidémiologie du cancer médullaire de la thyroide

Le CMT représente 3 & 4 % des cancers thyroidiens [* avec une prévalence de 0,42-2,85%
4] ¢>est un cancer différencié qui se développe au dépens des cellules C para-folliculaires “°!
sécrétrices de calcitonine qui est un marqueur de diagnostic et de suivi %8 Le CMT se
présente sous deux formes ; la forme sporadique qui représente 75% des cas ! ou héréditaire
(25% des cas) suivant un mode de transmission autosomique dominant en rapport avec une
mutation du proto-oncogéne RET marqueur génétique du CMT %, Le traitement chirurgical
est actuellement le seul traitement reconnu pour le CMT, de par sa qualité va dépendre
I’évolution ultérieure de la maladie P, La survie & 5 ans des CMT sporadiques et héréditaires
varie de 70% & 90%. A 10 ans la survie est de 56% a 87% 2. 1l représente environ 13.4%

des déces liées aux néoplasie thyroidiennes 2.

11.2.2. Aspects cliniques

11.2.2.a. Circonstances de découverte
11.2.2.a.1. Cancer meédullaire de la thyroide a priori sporadique

Les circonstances de découverte sont variables ; La présence visible ou palpable d’un ou
plusieurs nodules sensibles et/ou douloureux a 1’union des tiers moyen et superieur de la
glande doit faire évoquer le diagnostic, la découverte fortuite d’un nodule lors d’un examen
clinigue ou d’un examen radiologique (écho-doppler des vaisseaux du cou, échographie...etc)
associé ou non une ou plusieurs adénopathies cervicales est une circonstance de découverte
trés fréquente. Il arrive que le diagnostic soit posé par 1’analyse histologique d’une piece de

thyroidectomie totale suite & un goitre multi-nodulaire B4,

. Lorsque les taux de calcitonine
sont trés élevés, des flushs et diarrhées sont rencontrées, mais il s’agit en général de formes
trés évoluées, Les formes agressives d’emblée avec extension locorégionale importante sont
trés rares °°. La confirmation du diagnostic sera obtenue par un dosage de calcitonine sérique

qui est dans la plupart des cas anormal .

11.2.2.a.2. Cancer medullaire de la thyroide familial : NEM2A NEM2B CMTF

En plus des circonstances de découverte précédemment citées, la présence associée de
néoplasies endocriniennes (phéochromocytome, hyperparathyroidie), de lichen cutané inter-
scapulaire, de ganglioneuromes, d’un faciés marfanoide , ou d’antécédents de cancer de la

thyroide et / ou de mutations RET chez les parents de premier degré pourrait orienter vers un
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CMT familial **!. Le CMT familial est multifocal, bilatéral et associé & une hyperplasie des
cellules C (HCC) dans 100% des cas " (Tableau I1).

Tableau II: présentation clinique des néoplasies endocriniennes multiples (41715l

NEM2A 60% CMT bilatérale (>95%)
Hyperplasie des cellules C (100%)
Phéochromocytome (10-60%)
Hyperparathyroidie (20-35%)

lichen cutané interscapulaire (<10%)

NEM2B 5% CMT bilatérale (100%)
Hyperplasie des cellules C (100%)
Phéochromocytome (50%)
Neuromes  muqueux  (yeux,  lévres,
langue,tractus gastro-intestinal)
Habitus marfanoid (100%)

CMTF 35% CMT bilatéral isolé (100%)
Hyperplasie des cellules C (100%)

11.2.3. Marqueurs tumoraux du cancer médullaire

11.2.3.a. Antigéne carcino-embryonnaire (ACE)

L’ACE est un marqueur tumoral non spécifique du CMT, par ailleurs, la corrélation des taux
de l'antigéne carcino-embryonnaire avec celui de la calcitonine chez les patients atteints de
CMT montre l'intérét de son dosage lors du diagnostic et du suivi de ces patient. La
stimulation de la sécrétion de calcitonine par le test a la pentagastrine n'a aucun effet sur les
niveaux d’ACE %\ Des taux élevé d’ACE en préopératoire est un facteur de mauvais

pronostic !,

11.2.3.b. Autre peptides
11.2.3.b.1. La chromogranine A (CGA)

La concentration plasmatique en CGA, déterminée par un test radio-immunométrique est un
marqueur efficace de tumeur neuroendocrine, elle est également utilisée lors des méthodes

immuno-histochimiques pour la mise en évidence du CMT [¢%.
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11.2.3.b.2 La neuron specific enolase NSE

La neuron specific enolase (NSE) est une enzyme détectable dans le tissu nerveux et
neuroendocrinien. Des taux sériques accrus de NSE se retrouvent dans le cancer du poumon
et chez les patients souffrant de neuroblastome ; tumeur maligne extra-cérébrale, chez
lesquels la NSE est utilisée comme marqueur tumoral sérique. Chez les patients atteint de
CMT I’'immuno-cytochimie est positive pour la NSE et la CT dans les cellules C, mais il n'y
as aucune de corrélation entre les taux seriques de NSE et de CT ce qui en fait un bon

marqueur immuno-cytochimique mais un marqueur sérique mediocre .

11.2.3.b.3. La procalcitonine

La procalcitonine a une distribution des valeurs similaire a celle de la calcitonine et peut étre
utilisée pour I'évaluation de I'état de CMT dans certaines situations ou l'estimation de la CT
n'est pas réalisable %, Son usage demeure controversé en raison de I’obtention résultats faux
positifs car elle est aussi considérée comme étant un des meilleurs marqueurs de 1’infection

bactérienne systémique %1,

11.2.3.b.4. La somatostatine

Bien que lI'immuno-coloration SRIF (somatotropin release—inhibiting factor) puisse étre
précieuse en tant que marqueur supplémentaire dans le diagnostic immuno-histochimique du
CMT, SRIF n'a aucune valeur en tant que marqueur tumoral plasmatique dans le diagnostic de

cette maladie 4,

En plus de ces substances, le CMT exprime un certain nombre de produits issus de la voie de
syntheése des catécholamines, de la sérotonine et de I'histamine, ce qui suggere que les CMT et
d'autres tumeurs neuroendocrines ont des caractéristiques métaboliques communes, mais une
application clinique de ces composés ne peut étre établie en raison de leur manque de

corrélation avec les taux de calcitonine [*® (Tableau 111).
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Tableau 111 : produits de sécrétion du CMT 7!

Hormones et pro-hormones ~ Enzymes Autres peptides
Calcitonine Neuron-specific enolase Antigéne carcino-embryonnaire
Calcitonine gene-related- Histaminase Chromogranin A
peptide DOPA-decarboxylase Nerve growth factor
Katacalcin Synaptophysin
ACTH
B-Endorphin
B-Melanocyte

stimulatinghormone
Somatostatin

Neurotensin

Serotonin

Substance P

Corticotrophin
releasinghormone
Vasoactive intestinal peptide
Bombesin

Gastric-releasingpeptide

11.2.4. Génétique

11.2.4.a. Géne RET
RET (rearranged during transfection) (60 Kilobases, 21 exons) est un proto-oncogeéne situé
sur le chromosome 10 (10911.2), il a été identifié pour la premiere fois en 1985, 1l code pour

un récepteur transmembranaire qui est une protéine a activite tyrosine-kinase constituée de :
- Un domaine extracellulaire avec un site de liaison de ligand.
- Un domaine transmembranaire.

- Et un domaine tyrosine kinase intracellulaire ),
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RET est activé par interaction avec un ligand soluble. La liaison du ligand conduit & une
dimérisation du récepteur menant a son autophosphorylation et déclenche ainsi la cascade de

signalisation P 1541,

11.2.4.b. Mutation du géne RET
La mutation du géne RET aboutit a son auto-activation en absence de ligand et provoque une

croissance cellulaire anormale et la formation de tumeurs.
ces mutations peuvent étre :

Germinales: a I’origine des CMT héréditaires: NEM2A NEM2B CMTF

Somatiques: & Iorigine des CMT sporadiques 7,

CMTF NEM-2A NEM-2B L
1 A3I21G ()

= @533C (\‘_') Domaine

% RE00O ( > cadhérine
K603E -

5 Y606C ( )
- COOIR/G/S/Y b
6 Co11R/IGF/S/WIY b 1f
CO18R/GIF/S/Y
CE20R/GIF/SIWIY
B Domaine
P CB30RF/BY cystéine
o CBIMR/G/F/S/WIY

21 exons

Se40L
KG6OE
E7680
N7778
V77al
Q781R
L790F
Y7HF

VBo4L/M
1B52M

ABBSF
S801A

R912P
Ma18T

Mutation

Phénotype

Membrane
\ i
cellulaire

Domalne
tyrosine
kinase 1

Domaine
tyrosing
kinase 2

4

i des codons
Proto-oncogéne RET

Figure 9: Structure du gene RET, localisation des mutations, et relation génotype-

phénotypel®”!

11.2.4.b.1. Mutations du géne RET dans NEM2
Les mutations rencontrées dans les NEM2 sont localisées sur différents exons, et il existe

une corrélation genotype-phénotype selon la localisation de la mutation :

Ces mutations germinales affectent I'un des cing codons cystéine du domaine extracellulaire
du proto-oncogéne RET et sont retrouvées dans 99% des NEM2B, 98% des NEM2A, et dans
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95% des formes familiales de CMT isolé sans autres tumeurs endocrines associees (CMTF).

Les codons les plus freguemment mutés sont :

NEM2A : Les mutations associées au phénotype NEMZ2A siégent majoritairement dans le
codon 634 de I'exon 11 et sur le codon 609, 611, 618, or 620 de I’exon 10.

NEM2B : Une altération du codon 918 de I’exon 16 est associée de maniére quasi spécifique
ala NEM2B (prés de 98% des patients atteints de ce syndrome en sont porteurs).

CMTF : Dans 60% des cas, le phénotype CMTF est rattaché a des mutations localisées dans
le domaine intracellulaire de RET : majoritairement dans les codons 804 et 844 de I’exons 14
puis les codons 768, 790, 791 de I’exon 13. Le phénotype FMTC est associé¢ dans 40% des
cas a des mutations de RET situées dans les codons 609, 611, 618,620 de I’exon 10, les deux

derniers codons étant préférentiellement atteints (38% des cas) PN ( Figure 9).

11.2.4.b.2. Enquéte génétique et dépistage familial
La mise en évidence d'une mutation germinale de RET chez un patient porteur d’'un CMT

fait le diagnostic d’un CMT familial et impose un séquengage génétique chez les apparentés.
Dans quelles situations faut-il rechercher une mutation du RET ?

systématiquement devant tout CMT.

Chez les parents de premier degré en présence de CMT héréditaire prouvé.

Lors d’un CMT multifocal, bilatéral, associé a une HCC bilatérale.

Devant tout nodule thyroidien associé a une HTA, hypotension orthostatique, et tachycardie
(phéochromocytome) et/ou une hypercalcémie (hyperparathyroidie) (671

les parents dont les nourrissons ou les jeunes enfants ont le phénotype classique de NEM2B.

chez les patients atteints de lichen cutané interscapulaire [,

11.2.4.b.3. Mutations somatiques du RET

Les mutations somatiques RET peuvent étre détectées dans le tissu tumoral chez 23 a 69%
des patients atteints de CMT sporadiques. Il a été démontré que la présence d'une mutation
somatique RET (M918T) dans les CMT sporadiques est en corrélation avec : le stade de la
maladie, une augmentation du risque de récidive apres thyroidectomie totale et une réduction

du taux de survie "2,

Le CMT sporadique est caractérisé dans 40 a 50% des cas par des mutations somatiques sur

les codons 918 du proto-oncogéne RET et plus rarement sur d’autres codons °71 .
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11.2.5. Aspects anatomo-pathologiques

11.25.a. Aspects cytologiques du cancer médullaire de la thyroide

Les caractéristiques cytomorphologiques du CMT suite a biopsie par aspiration a l'aiguille
fine (FNA) sont représentés par: un motif cellulaire dispersé de cellules polygonales,
fusiformes ou triangulaires, de granules cytoplasmiques azurophiles et de noyaux excentrés
avec une chromatine mottée et des depdts amyloides dans 50-70% des cas donnant une
couleur vert foncé a la coloration de Papanicolaou et une Biréfringence au Rouge Congo (vert
pomme) [55] (Figure 10). Si le CMT est cytologiquement présumé mais que les granules
cytoplasmiques amyloides et azurophiles ne sont pas démontrés, c’est la bigarrure des
éléments qui fait évoquer le diagnostic. L'utilisation de méthodes immuno-cytotochimiques

est nécessaire afin de poser un diagnostic correct 3!,

Figure 10: cellules de CMT avec coloration a I'hnématéine-éosine-safran montrant le noyau
excentré et la chromatine finement mottée !

11.2.5.b. Aspects histologiques du cancer médullaire de la thyroide

L’aspects du CMT est variable (taille, localisation...), ¢’est une tumeur ferme, bien limitée,
de couleur grisatre a blanchatre, présentant une architecture lobulaire ou en travées, il est
caractérisé par des nids, des travées de cellules rondes, polygonales ou fusiformes séparées
par un stroma richement vascularisé avec des dépdts de collagene et d’amyloide(Figure 12).
Les noyaux sont arrondis et réguliers avec une chromatine granuleuse, les nucléoles sont
invisibles, présents ou proéminents. les mitoses sont presque absentes. Le cytoplasme est

granulaire, éosinophile & amphophile, a contours mal limités. Les zones de nécrose et
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d’hémorragiec ne sont pas fréquentes (uniquement dans les tumeurs de grandes tailles), Le
stroma amyloide qui aide au diagnostic de CMT est présent dans prés de 80% des cas. Il ne
faut pas le confondre avec un stroma hyalin souvent trés abondant qui semble « noyer » les
cellules tumorales de certains CMT. Parfois la présence de calcospherite est décrite
(psammome) mais elle est non spécifique du CMT, il peut y avoir la présence d’infiltrats
lymphocytaires également 1. L'anatomo-pathologie permet dans une large mesure la
discrimination entre formes familiale et sporadique, les premiéres étant caractérisées par des
lésions multifocales et bilatérales dans plus de 90% des cas !
cellules C (HCC) ™ (Figure 11).

et une hyperplasie annexe des

Figure 11 : coupe histologique d'un CMT

Figure 12: coupe histologique montrant

colorée a I'hématoxyline €osine rouge- [55]

1a4] les dépdts amyloides caractéristiques

Congo

11.2.5.c. Hyperplasie des cellules C

L’évaluation quantitative précise de la population des cellules C thyroidiennes est un travail
chronophage, nécessitant rigueur et minutie: ceci tient au faible nombre des cellules C dans la
glande et surtout a leur distribution hétérogeéne, ainsi qu’a la diversit¢ des méthodes de
quantification proposees dans la littérature. Le seuil proposé pour distinguer quantitativement
les populations normale et hyperplasique est défini par 1’observation de plus de 40 cellules C
par cm2 de thyroide examinée ou au moins 3 champs de plus de 50 cellules C au
grossissement (x 100) %61 B8I76I771,
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11.2.5.d. Immuno-histochimie

L'immunohistochimie (IHC) est une méthode qui permet de détecter des protéines ou
d'autres antigénes dans des sections de tissu. A cet effet, les sections sont exposées a des
anticorps marqués dirigés contre des épitopes de la protéine cible. 1l est alors possible de
visualiser une cible & l'aide d'un marqueur, par exemple, d'un colorant fluorescent, d'une

enzyme, d'un traceur radioactif ou d'or colloidal.

Le diagnostic de CMT est confirmé par un immunomarquage positif a la calcitonine de
facon évidente dans plus de 80% des cas, parfois difficile a mettre en évidence, réduit a
quelques cellules positives, voire négatif. Dans ce dernier cas, le caractere neuroendocrine est

confirmé par la chromogranine A.

Suivant la présentation clinique il peut arriver que le caractere primitif ou secondaire de la

tumeur neuroendocrine soit éventuellement discuté.
TTF1 (Thyroid Transcription Factor -1 ) est positif dans 80% des CMT.

Les kératines de bas poids moléculaire y sont également présentes de méme que I’ACE

d’expression membranaire dans plus de 80% des cas.

De multiples autres peptides y sont décrits tels que la somatostatine, ACTH, sérotonine,
synaptophysine, CGRP, bombésine 8!,

11.2.5.e. Diagnostic différentiel
Le diagnostic de CMT doit étre considéré devant toute tumeur thyroidienne présentant des

atypies .

Un certain nombre de cancers médullaires bien limites sont confondus avec des tumeurs
oncocytaires bénignes ou malignes. A 1’inverse, certains oncocytomes sont étiquetés parmi les
cancers médullaires a cause d’un ACE positif. Le diagnostic de CMT repose au minimum sur

une chromogranine A positive.

De rares carcinomes papillaires a cellules fusiformes peuvent étre confondus avec des
carcinomes médullaires. La négativité de la calcitonine, de la chromogranine A et la positivité

de la thyroglobuline doivent permettre de parvenir a ce diagnostic peu fréquent.
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Enfin deux diagnostics particuliérement difficiles peuvent préter a confusion : Les adénomes
trabéculohyalinisant (TG positive, MIB-1 positif de distribution membranaire), et les trés

rares paragangliomes intrathyroidiens.

Restent parmi les diagnostics différentiels, les tumeurs parathyroidiennes intra-thyroidiennes

et les rares métastases intra-thyroidiennes de carcinomes neuroendocrines 8.

11.2.6. Aspects thérapeutiques
11.2.6.a. Chirurgie

11.2.6.a.1. Chirurgie du cancer médullaire de la thyroide avéré (cas index)

Le traitement standard du CMT consiste en une thyroidectomie totale étant donné la
bilatéralité constante dans les formes familiales et dans 30% des formes apparemment
sporadiques, elle est associée a une exérése des compartiments ganglionnaires centraux
ipsilatéraux et de plus en plus controlatéraux de la région jugulo-carotidienne, le
compartiment central s’étend du dome aortique jusqu'a 1’os hyoide. L’intervention est menée
par voie cervicale pure. Cet acte n’est envisagé qu’apreés avoir ¢éliminé la présence d’un

phéochromocytome #7781,

11.2.6.a.2. Chirurgie de récidive ou maladie résiduelle

Les patients avec une normalisation postopératoire de la calcitonine circulante et / ou de
I’ACE sont considérés comme guéris. En raison des longues demi-vies de la calcitonine et de
I’ ACE circulants, le dosage de ces marqueurs sériques ne doit étre effectué¢ qu’aprés 2 mois de

la chirurgie 7.

Une récidive se développe chez environ 50% des patients opérés dun CMT.
L’hypercalcitoninémie persistante est un trées bon indicateur de récidive ou de maladie
résiduelle. Les patients avec des valeurs proches de la normale doivent quand méme étre

suivis et subir des dosages de calcitonine et d’ACE chaque année 4.

Des valeurs >100 pg / mL indiquent une récidive, une maladie résiduelle, ou la présence de

métastases, Et un taux de CT > 500 pg/mL est fortement indicateur de métastases a distance
[44] [71][78]

11.2.6.a.3. Chirurgie prophylactique en cas de cancer médullaire de la thyroide
familial
La thyroidectomie prophylactique est recommandée chez tous les patients porteurs d’une
mutation RET car la pénétrance de la maladie est de presque 100% [67]; le but de la
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thyroidectomie prophylactique consiste a éliminer le risque cliniguement significatif de
cancer de la thyroide en supprimant toute la glande thyroide avant 1’apparition de prolifération
maligne. Le moment opportun de la thyroidectomie prophylactique est crucial, et est en
rapport avec la mutation RET (Tableau IV).Il est important d’évaluer le rapport
bénéficie/risque et les morbidités potentielles de cet acte dont la conséquence postopératoire
est ’hypothyroidie. les 1ésions du nerf récurent, et I’hypoparathyroidie permanente sont
parfois assiciées. Compte tenu de ces risques, il est essentiel que la thyroidectomie
prophylactique soit effectuée par un chirurgien expérimenté dans la chirurgie thyroidienne et
parathyroidienne, 1’instauration d’un traitement de substitution par la Lévotyroxine est

nécessaire pour ces patients ['.

Tableau 1V: Recommandations pour la prise en charge des patients atteints de mutations

RET, selon le niveau de risque ATA [,

Niveau Mutations RET Timing du  Timing du  Age recommandé pour la
de premier premier dosage chirurgie prophylactique
risque dépistage de la calcitonine

génétique RET

A 768°,790*c,791%¢, <3-5ans >3-5ans Pas de chirurgie
891%¢ prophylactique si :
échographie cervicale annuelle
normale.
des antécédents familiaux moins
agressifs du CMT.
une calcitonine sérique basale

annuelle normale.

B 609*“ 611%¢618*°  <3-5ans >3-5ans Considérer la chirurgie
620*°, 630° Avant I'age de 5ans.
Peut étre retardé
Au-dela de 5 ans
Si les critéres précédants ont

été réspéctés

C 6342¢ <3-5ans >3-5ans Avant I’age de Sans

D 804°, 883P, 918° <lans >6 Mois < lans
& Mutations associée au MEN 2A.

® Mutations associées au MEN 2B.

¢ Mutations associées au CMTF.
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11.2.6.a.4. Traitement des endocrinopathies associées
1.2.6.a.4.1. Traitement du phéochromocytome

En cas de phéochromocytome associé dans le cadre des NEM2, le traitement de ce dernier
doit précéder la thyroidectomie étant donné le risque vital pendant I’anesthésie si la tumeur

surrénale est laissée en place.

la bilatéralité des lésions étant fréquentes, une surrénaléctomie bilatérale d’emblée est

recommandée avec substitution a vie afin d’éviter I’insuffisance surrenalienne 7 |

11.2.6.a.4.2. Traitement de I’hyperparathyroidie

Pour le traitement de 1’hyperparathyroidie les avis sont partagés entre une ablation des
quatres glandes parathyroides avec réimplantation d’un fragment d’une glande notamment au
niveau de I’avant bras, et 1’ablation subtotale avec conservation in-situ d’une portion bien

., 7
vascularisée d’une d’entre elles 7,

11.2.6.b. Autres traitements du cancer médullaire de la thyroide
11.2.6.b.1. Radiothérapie

La radiothérapie externe est considérée inefficace dans le traitement des patients atteints de
CcMT M Aucune amélioration des taux de survie globale n'a été observée lorsque les
patients ont été traités par chirurgie seule ou avec une combinaison de chirurgie et de
radiothérapie 7, cependant elle est recommandée en traitement palliatif en cas de métastases

Loz ’1: e s . . 55
osseuses et cérébrales douloureuses a fin d’améliorer la qualité de vie des patients 551,

11.2.6.b.2. Chimiothérapie

Le CMT est une tumeur chimio-résistante, La chimiothérapie conventionnelle a une
efficacité limitée. Les monothérapies avec doxorubicine, dacarbazine, capécitabine et 5-
fluorouracile ont des taux de réponse partiels allant jusqu'a 24% -29% “. Les schémas
thérapeutiques les plus efficaces sont les bithérapies a la doxorubicine associée a un autre

agent, ou a la 5FU associée a la dacarbazin B/,

11.2.6.b.3. Thérapie ciblée

Une nouvelle classe de thérapies ciblant la famille des récépteurs RET a activité Tyrosine
Kinases a eté développée en raison de son réle dans la pathogenése du CMT. Le premier
inhibiteur des récepteurs Tyrosine Kinase disponible dans le commerce, le Mesylate

d'Imatinib a montré une efficacité limitée chez les patients atteints de CMT.
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Plus réecemment, le vandetanib (ZD6474), qui cible simultanément le VEGFR (vascular
endothelial growth factor receptor), RET et le EGFR (récepteur du facteur de croissance
épidermique), a été approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement

des adultes atteints de CMT symptomatique ou progressif.

Le cabozantinib (XL184) est un autre inhibiteur oral du VEGFR2, du récepteur du facteur
de croissance des hépatocytes (MET) et du RET qui a été approuvé par la FDA pour le
traitement du CMT métastatique progressif.

D'autres inhibiteurs des TK, tels que le sorafénib (cible VEGFR2 et VEGFR3, RET et
BRAF)(Figure 13), le sunitinib (un inhibiteur des VEGF1-3, RET et RET / PTC 1 et 3), le
motesanib (cible les trois récepteurs VEGF) et l'axitinib (inhibe les VEGFR mais pas RET)

ont montré une réponse partielle stable dans les essais cliniques de phase 11 [44162]
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Figure 13: Angiogénése tumorale [

11.2.7. Surveillance post-opératoire
Le dosage de la CT doit se faire 2 mois aprés la chirurgie ! L’hypercalcitoninémie
persistante est un trés bon indicateur de récidive ou de maladie résiduelle “*.il est nécessaire

dans ce cas de palper attentivement le cou et le foie.

Les patients présentant une calcitonine postopératoire indétectable sont considérés
biologiquement guéris, mais doivent quand méme étre suivis par des dosages annuels de
calcitonine sérique et d’ACE. Toute augmentation du taux de ces marqueurs devrait inciter a

approfondir les investigations par des testes I'imagerie.
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Si la calcitonine sérique est détectable mais inférieure a 150 pg/mL, I'échographie cervicale
est la premiére investigation a effectuer

si la calcitonine sérique est comprise entre 150 et 400 pg/mL, I'échographie cervicale et la
tomodensitométrie thoracique sont indiquées pour la recherche d'une tumeur cervico-
médiastinale persistante.

Si le niveau de la calcitonine est supérieur a 400 pg/mL, les investigations doivent inclure
I'échographie cervicale, la tomodensitométrie corporelle totale, le scanner FDG-PET et I'|RM

du rachis, a la recherche de métastases a distance 78],

Pour les patients atteints de formes familiales la recherche d’un phéochromocytome et/ou
d’une hyperparathyroidie doit étre répétée par des dosages annuels de métanéphrines urinaires

et de calcémie et PTH sériques 71,

Les principaux facteurs pronostiques de survie chez les sujets atteints de CMT sont I'age, le
stade de la tumeur au moment du diagnostic et les temps de doublement de la calcitonine et de
I’ ACE M1,

Les patients atteints d’'un CMT limité a la glande thyroide, sans métastases ont un bon

pronostic et les risque de récidive et de mortalité sont trés bas 4.
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11.3. La calcitonine

11.3.1. Introduction

La calcitonine (CT), aussi appelé thyrocalcitonine ou substance calcitonine-like, est
synthétisée et sécrétée par les cellules parafolliculaires (ou cellules C) de la thyroide. C’est un
peptide qui se comporte comme une hormone hypocalcémiante en augmentant la clairance
rénale du calcium et en diminuant sa résorption osseuse. Son dosage a des applications
limitées en physiologie mais joue un réle primordial comme marqueur tumoral dans le

dépistage et le suivi des cancers médullaires de la thyroide #5861

11.3.2. Origine de la calcitonine

La CT a été identifiée chez plus de 15 espéces animales différentes (mammiferes, oiseaux,
amphibiens, poissons) ainsi que chez des étres unicellulaires notamment Escherichia coli.
Candida albicans. et Aspergillus fumigatus 7). Dans une tentative de déterminer le type de
cellules thyroidiennes responsables de I'élaboration de la CT, Pearse 8 et Foster ! décrivent
en 1967 les cellules parafolliculaires ou C. Ces cellules C dérivent des crétes neurales
rhombencéphaliques et migrent avec les corps ultimobranchiaux (CUB) avant de coloniser la

thyroide. Leurs grains contiennent majoritairement de la CT [°1€¢],

11.3.3. Structure de la calcitonine

La CT est une hormone peptidique de 32 acides aminés [°Y et d’un poids moléculaire de
3500 Daltons "1 sa structure est celle d'une simple hélice alpha ¥ comportant un cycle
formé par un pont disulfure qui relie les molécules de cystéine situées en position 1 et
7(Figure 14) formant un anneau a I’extrémité N-terminale. Du coté C-terminal, la séquence
se termine par un résidu proline amide (amidation de la proline).

Quatre autres résidus, situés en position 4 (Leu), 5 (Ser), 6 (Thr) et 28 (Gly) sont invariants
chez toutes les espéces étudiées a ce jour. lls sont tous situés aux deux extrémités de la

molécule suggérant un role physiologique important de ces deux péles de la CT .
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Figure 14:structure primaire (a, b) et secondaire (c) de la CT [**

11.3.4. Genétique de la calcitonine
11.3.4.a. Géne de la calcitonine

Le gene de la calcitonine qui est le gene CALC I. il représente I'un des modeles les plus

connus des phénomeénes d’épissage alternatif tissu-spécifique (4],

D’une taille d’environ 6,5 kb, il comporte six exons séparés par des introns . Différentes
voies d’épissage des exons conduisent a des ARN messagers codant le précurseur de la CT ou

le précurseur du CGRP (calcitonin gene-related peptide) ! (Figure 15)
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Figure 15 : voies de maturation de la CT et CGRP ¥

Le géne CALC | appartient a une famille multi génique comprenant également les génes
CALC Il, CALC Il et CALC IV B En plus de la CT, les ARNm obtenus & partir de ces
différents génes codent le CGRP I, le CGRP II et amyline. Le géne CALC I est le seul a
produire de la CT, alors que le CGRP peut étre produit par CALC | et CALC Il (CALC I
produit le CGRP | et CALC Il produit le CGRP 11) P!, Chez I’lhomme, ces deux génes sont

localisés sur le bras court du chromosome 11 (p13- 15) ¥ (Figure 16).
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11.3.4.b. Peptides apparentés a la calcitonine (CGRP)

Le CGRP, un neuropeptide de 37 acides aminés, membre de la famille des peptides de la
calcitonine, ses récepteurs sont largement distribués dans le corps humain 94 o1 il existe sous
deux formes, I'a-CGRP et le B-CGRP.

L’ o -CGRP est un peptide de 37 acides aminés formé & partir de I'épissage alternatif ! du
gene calcitonine /CGRP (CALC-1) situe sur le chromosome 11.

Le B-CGRP moins étudié différe dans sa séquence par trois acides aminés (chez I'homme). il

est codé par un géne distinct dans le méme voisinage .

L'expression du CGRP est largement répondue dans le systeme nerveux central et

périphérique °°!.
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En raison de son pouvoir vasodilatateur et ses propriétés inotropes et effets chronotropes, le
CGRP est susceptible de jouer un rdle dans I'noméostasie cardio-vasculaire ™ .En outre, il
influence I'alimentation et la digestion car il a montré une diminution de la sécrétion gastrique

et la motilité intestinale grace a sa capacité & moduler la substance P %%,
une fonction supplémentaire de CGRP dans la nociception a été proposé 0%,

11.3.4.c. Récepteur de la calcitonine

Les effets de CT sont médis par des récepteurs de haute affinité pour la CT (CTR). Le CTR
est un membre d'une sous-famille de la superfamille des récepteurs couplés a la protéine G a
sept domaines transmembranaires qui comprend plusieurs peptides. I'ADN complémentaire
(ADNc) du CTR porcin (pCTR) fut cloné pour la premiére fois en 1991. Le clonage
subséquent du gene pCTR a montré qu'il a une longueur d'environ 70 kb et qu'il contient au
moins 14 exons, dont 12 codent pour la protéine. Ce récepteur est caractérisé par un long
domaine NH2-terminal extracellulaire. Il est similaire au récepteur de la PTH et a son peptide
apparenté (PTH/PTH-rP) ainsi qu’au récepteur de la sécrétine. Le CTR humain a été cloné a
partir d'une lignée cellulaire de carcinome ovarien (BIN-67). Différentes isoformes de CTR
résultant de I'épissage alternatif du gene ont été décrites chez diverses especes animales avec
des transcrits d'expression propres, et différentes propriétés de signalisation. Il est probable
que cette diversité dans l'expression des isoformes du CTR pourrait é&tre un mécanisme de
régulation des réponses biologiques a la CT. Un changement dans l'isoforme du CTR
prédominante pourrait expliquer en partie la réponse variable a la CT chez les patients ayant

un métabolisme osseux élevé. Le gene CTR a été cartographié sur le chromosome 7¢21.3.
[102][103][104][105]

11.3.5. Biosyntheése de la calcitonine

La synthése de la CT s’effectue dans les cellules C de la glande thyroide. On a également
décrit une production de CT dans les tissus hypophysaires ou neuro-endocriniens diffus mais
ces sources extra-thyroidiennes restent infimes et ne contribuent pas a la concentration
hormonale circulante. Ces localisations accessoires prennent cependant toute leur importance
en cas de transformation maligne, pouvant alors étre a 1‘origine d’une hypercalcitoninémie

d’origine ectopique.

Dans les cellules C normales de la glande thyroide, le gene CALC | exprime

préférentiellement un ARNm de la CT formé des exons 1-2-3-4. La traduction de ce messager
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aboutit & un précurseur, la procalcitonine 1, qui est finalement clivé en trois peptides : le
peptide N-terminal commun aux différents ARNm issus de ce gene, la CT, et un peptide C-

terminal le CCP I, initialement nommé katacalcine.

Une seconde voie d’épissage propre a l‘espéce humaine permet au gene CALC I
d’exprimer un ARNm constitué¢ des exons 1-2-3 partic 5’ de ’exon 4 5 et 6. La maturation-
clivage du précurseur issu de ce messager aboutit a la formation de trois peptides : N-terminal
commun, CT et peptide C-terminal CCP2 dont les huit derniers acides aminés sont différents
de ceux du CCPI. Ce processus a pu étre mis en évidence dans les cellules C de thyroides
normales mais il semble étre la voie d’expression préférentielle du gene CALC I dans les

cellules tumorales du CMT 208171,

11.3.6. Sécrétion de la calcitonine

La sécrétion de la CT implique une série complexe de modifications progressives: apres la
biosynthése de la proCT, un traitement protéolytique subséquent se produit a la fois dans
I'appareil de Golgi et plus tard dans les granules sécrétoires. 1l est probable que le clivage de
la proCT en CT immature pourrait étre di a l'action d'une prohormone enzyme-convertase
(PC). Dans les vésicules de sécrétion nouvellement formées, le clivage protéolytique forme
une CT immature. Ensuite, a mesure que I'amidation progresse, une CT mature est produite et

est progressivement concentré a l'intérieur des vésicules sécrétoires avant d’étre libérée
[107][108]

11.3.7. Régulation de la calcitonine

La régulation de la syntheése de CT chez 1'homme dépend principalement de la calcémie qui
intervient au niveau de la maturation des ARNm et des mécanismes de secrétion cellulaire de
laCT % Elle est soumise & des variations circadiennes et est modulée par la température.
Elle est plus importante chez I‘homme que chez la femme et I’effet de 1’age sur la sécrétion
de CT reste encore controversé. Elle est également stimulée par l'alimentation et les
processus digestifs subséquents ; la gastrine étant un puissant sécrétagogues’ chez I'homme
(101 T4 CT est 'une des trois hormones régulant la calcémie & un degré moindre que les
deux autres : la PTH et la 1-25 vitamine D.

! Sécrétagogue : substance biologique ou chimique qui déclenche la sécrétion d’une

hormone endocrine
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11.3.7.a. Effet de la parathormone et de la 1-25 vitamine D sur la CT

D’un point de vue théorique, la régulation de I’homéostasie calcique par 1’action de la PTH,
la CT et la 1-25 vitamine D sur les organes cibles suppose des interactions réciproques dans le
controle de leur sécrétion 1,

La PTH et la 1-25 vitamine D augmentent la concentration sérique en calcium, tandis que la
CT la diminue. Inversement, par une sorte de rétrocontréle, la diminution du taux de calcium
déclenche la sécrétion de PTH et la synthése de la 1-25 vitamine D, tandis qu’une
augmentation du niveau de calcium stimule la sécrétion de CT B,

La 1-25 vitamine D diminue la transcription du géne de la CT **? alors que la CT stimule la

synthése de 1-25 vitamine D dans le rein 23 (Figure 17).
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Figure 17: role de la PTH dans la régulation de la CT [

11.3.7.b. Effets du calcium
Le calcium est un secrétagogue majeur de la CT. Il augmente tres rapidement (2 minutes) le
taux circulant de CT en augmentant la transcription du gene CALC I. Cette action post-

transcriptionnelle est due a I’activation des réserves inertes d’ARNm de CT présentes dans la
cellule C ™ (Figure 18).
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Figure 18 : role du calcium dans la régulation de la CT 1%

11.3.7.c. Effets des glucocorticoides

Une régulation de ’expression du gene CALC 1 et de la sécrétion de CT par les
glucocorticoides a été observé, mais seulement dans un modéle de cellules tumorales dérivées
d’un CMT 7). En effet, six jours aprés addition de déxaméthasone dans le milieu de culture
cellulaire, une augmentation de 1’expression des ARNm spécifiques de la CT s’accompagnant
d’une diminution de ceux codant-le CGRP a eu lieu. Cette réponse qui est dose-dépendante et
la déxaméthasone, n’affecte pas la stabilité des ARNm, elle semble intervenir au niveau de
1“épissage du gene CT/CGRP 1161,

11.3.7.d. Autres facteurs de régulation
La sécrétion de CT est également régulée par les hormones gastro-intestinales, puisque 1’on
peut observer une augmentation de la concentration plasmatique de la CT par la gastrine la

pancreozymine et le glucagon B 17,

11.3.8. Réle physiologique de la calcitonine

La CT mature, produit final de la maturation du précurseur, est la principale responsable de
I’activité biologique. L’amidation de sa portion C-terminale est importante notamment en
diminuant son exposition a la protéolyse. L’action de la CT est liée a la localisation et a la
nature de ses récepteurs 8 Elle exerce des effets significatifs sur différents tissus et

organes.

11.3.8.a. Action sur le métabolisme phosphocalcique

La CT exerce l’effet contraire de la PTH, elle est hypocalcémiante [119] et

hypophosphorémiante 2%

élevé % (Figure 19)

. Elle est sécrétee lorsque le taux de calcium dans le sang est trop
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Figure 19: action de la CT sur le métabolisme phospho-calcique 22!

11.3.8.b. Action sur le métabolisme osseux (ostéoclastes)

Le role principal et le mieux étudié de la CT est sa capacité a inhiber la résorption osseuse
ostéoclastique 221 "7 en inhibant les ostéoclastes qui en sont responsables. Ce rdle de
conservation du calcium squelettique est particulierement pertinent en cas de grossesse,
d'allaitement et de croissance ?°!. elle permet également la transformation des ostéocytes en

ostéoblastes 1?21,

11.3.8.c. Actions sur le systeme nerveux central
il est important de souligner que la CT est sécrétée par des cellules localisées dans la créte
neurale ayant un role dans la transmission neurale, la reconnaissance, la localisation des

récepteurs et la nociception 24,

11.3.8.d. Action sur le systéme reproducteur
Des fonctions de la calcitonine tel que la croissance, la grossesse et l'allaitement ont été

décrites (1251012681

Plus récemment, Zhu et al 2”1 ont montré que I'atténuation de I'expression du géne CT dans

l'utérus de la mere enceinte a diminué 1’Implantation embryonnaire.

11.3.8.e. Action sur le métabolisme hydro-éléctrolytique
La CT est importante dans le contrdle de I'eau et de I'électrolyte ainsi que la balance acide-

base pendant des situations de stress pour empécher la déshydratation 2 .

11.3.8.1. Action sur le rein
Le rein est le principal site de dégradation de la CT par I'endopeptidase. L'effet de la CT sur

le rein est de stimuler la diurése et d’augmenter 1'excrétion de sodium et de chlorure. De plus,
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dans l'urine, 1’excrétion du calcium et du phosphate augmente. Chez les patients avec une
hypercalcémie et qui sont atteints d'une maladie osseuse métastatique, I'administration de CT
induit une chute rapide du calcium sérique due principalement a I'inhibition de la réabsorption

tubulaire rénale [2%11°°1

11.3.8.9. Action sur le systeme respiratoire

C’est dans le poumon que ’on trouve la plus importante réserve en CT. L’hormone est
détectée dans les cellules neuroendocrines pulmonaires situées prés de la membrane basale.
Des cellules semblables sont situées dans la trachée et le larynx. Elles sont stimulées par la
fumée de cigarette et par I’hypoxie, ce qui suggere que la CT joue un role dans la maturation
et la physiopathologie pulmonaire. La CT modifie les mouvements de calcium trans- et
intracellulaires et peut ainsi exercer des actions paracrines intrapulmonaires. L’inhibition par
la CT de la synthése des prostaglandines et des thromboxanes ainsi que I’augmentation de la
production de prostacyclines par I’endothélium peut modifier les flux sanguins locaux. La CT
peut augmenter la croissance cartilagineuse, et ainsi influencer la chondrogenése de 1’arbre
bronchique. De plus, I’hormone interagit avec d’autres peptides, par exemple, elle bloque les

effets bronchoconstricteurs du peptide bombesin-like et de la substance P [*),

11.3.8.h. Action sur I’appareil gastro-intestinal

Chez I’homme, la CT a dose pharmacologique augmente la sécrétion gastrique et celle de
pepsine, diminue I’amylase, le polypeptide pancréatique et module la motilité de I’intestin
gréle. La sécrétion intestinale de potassium, chlorure de potassium, et d’eau est aussi
augmentée par des taux élevés de CT ce qui expliquerait la diarrhée aqueuse du CMT. Des
doses physiologiques de CT ne semblent pas modifier ’absorption intestinale de calcium et

de phosphore %%

11.3.9. Dosage de la calcitonine

11.3.9.a. Recommandations pré-analytiques
11.3.9.a.1. Prélevement

Le dosage se réalise preférentiellement sur sérum a jeun prelevé sur tube sec. La CT ne
possédant pas de rythme circadien peut étre prélevée a tout moment de la journée, mais a
distance des repas pour éviter 'interférence potentielle de I’hypergastrinémie qui est

responsable de faux positifs 3%,
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11.3.9.a.2. Conservation et transport

La molécule de CT est facilement altérable a température ambiante notamment aprés 2h, Par
conséquent, la mesure de la CT doit avoir lieu rapidement apreés I'échantillonnage sinon les
sérums doivent étre congelés a -20 voir -40°C, ils ne seront décongelés qu’au moment du

dosage 2. La CT peut supporter 344 cycles de congélation/décongélation 3131,

A titre indicatif et en fonction des méthodes de dosage lorsque la conservation des
échantillons se fait entre 4 et 8°C, les taux de dégradation de CT peuvent atteindre 23%

apres 12h et jusqu'a 91% aprés 7 jours 3411331,

Un taux de dégradation inferieur & 10% est considéré comme un indicateur de stabilité de la

CT et de sa bonne conservation 13,

11.3.9.b. Dosage
11.3.9.b.1. Méthodes recommandées

Les premiers dosages de la CT étaient radio-immunologiques (RIA) ; ils étaient effectués
par compeétition (anticorps limitant), utilisaient des anticorps polyclonaux, mais présentaient
des problémes de spécificité car il reconnaissait aussi les précurseurs de la CT, comme la
proCT. Pour pallier a cela, les immuno-dosages a deux sites et en deux étapes sont considérés
comme étant plus précis pour mesurer les taux de CT dans le sérum. Idéalement, les deux
anticorps devraient &tre monoclonaux, mais au moins un anticorps devrait étre monoclonal
pour donner une bonne spécificité au dosage **®!. Le premier anticorps de capture est fixé sur
un support solide (tube ou cupule). Il est dirigé contre les parties 11-17 ou 11-23 de la
molécule. Le second, dit de révélation, est dirigé contre les parties 21-32 ou 26-32 porte le
marqueur. Les traceurs peuvent étre isotopique (**°1), enzymatique ou luminescent. Certains

., e \ . 131
dosages sont automatisés et tous se référent a une courbe d’étalonnage 31,

Le dosage immunoradiométrique (IRMA), mis au point en 1988 par Motté (ELSA-hCT, Cis-
Bio) ®° était un progrés notable car il permettait une détection spécifique de la CT
monomeére intacte. 1l a été ensuite amélioré par une autre trousse du méme fabricant (IRMA
hCT Schering Cis-Bio International) dont les anticorps et le support ont été modifiés pour
accroitre encore cette spécificité. Cette technologie immunométrique IMA (immunometric
assay) fut développée et il existe aujourd’hui des trousses qui utilisent des marqueurs
luminescents ((Immunoluminometric assay), ces dosages sont automatises et ne nécessitent

pas de prétraitement de I’échantillon a doser, simplifiant encore le dosage de cette hormone
[137]
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11.3.9.b.2 Autres méthodes : chimiluminescence

Le développement des tests dimmunodosage par Electro-Chimi-Luminescence (ECL)
repose sur l'utilisation d'un complexe de ruthénium et de tripropylamine (TPA). La réaction
de chimiluminescence permettant la détection du complexe de réaction est initiée en
appligquant une tension électrique a la solution échantillon, de sorte a obtenir une réaction
controlée avec précision. La technologie ECL s'adapte & de nombreux principes

d'immunodosage tout en offrant une excellente performance. Elle se déroule en 3 phases :

Incubation (9 minutes) : Un échantillon de 50 pL est incubé avec un anticorps monoclonal
specifique anti-CT biotinylé et un anticorps monoclonal spécifique anti-CT marqué d'un
complexe de ruthénium. Un complexe en sandwich se forme: la CT est couplée a la fois a un
anticorps biotinylé et a un anticorps ruthénylé.

Incubation (9 minutes) : Aprés ajout de microparticules enrobées de streptavidine, le
complexe se lie a la phase solide en raison de l'interaction biotine-streptavidine.

Mesure : Le mélange réactionnel passe dans la cellule de dosage, ou les microparticules sont
immobilisées magnétiquement a la surface de I'électrode. Les substances non fixées sont alors
évacuées. L'application d'une tension électrique a I'électrode induit alors une émission

chimiluminescente qui est mesurée & I'aide d'un photomultiplicateur ™! (Figure 20)

Microparticule de streptavidine

Calcitonine dans I'échantillon

< )-;é: b, -<0>-:¢i o, ¢-<0):?sz

Anticorps monoclonal Anticorps monoclonal
biotinylé ruthénylé
anti-calcitonine anti-calcitonine

Figure 20: principe du test immunologique par chimiluminescence selon la meéthode

sandwich en une seule étape %

11.3.9.c. Artefacts potentiels de dosage
Plusieurs facteurs physiologiques et pathologiques peuvent étre associés a une augmentation
des taux de CT tels que le tabagisme, I’insuffisance rénale et le CMT, cependant, une autre

cause non rare, mais couramment sous-estimée de I'hyperCT secondaire, est l'interférence de
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lors de I'immunodosage qui peut étre due a des anticorps hétérophiles, un effet crochet ou a

une macrocalcitonine 1361139112401

11.3.9.c.1. Les anti-corps hétérophiles

Les anticorps hétérophiles sont des anticorps humains anti-animaux des classes 1gG, IgA,
IgM ou IgE. Les anticorps hétérophiles naturels sont présents chez tous les individus et leur
présence est indépendante de I'dge de la personne. Des anticorps hétérophiles ont été retrouves
chez 40% des personnes en bonne santé, et peuvent persister dans le sang pendant plusieurs

. . e . . . 139
mois apres 1’exposition a des immunoglobulines animales (1397

Lors des dosages immuno-métriques, ces anticorps hétérophiles peuvent former un pont
entre les anticorps de capture et de signal, conduisant a des résultats faussement positifs en
l'absence de 1'analyte cible. Ou, si 1'échantillon contient des taux élevés d’analyte, la présence
d'anticorps hétérophiles peut générer des résultats faussement négatifs en bloquant le site de
liaison de I'antigéne sur I'anticorps de capture, empéchant toute liaison de se faire M.

Pour réduire ce type d’interférence, tous les réactifs contiennent désormais un agent bloquant

non spécifique de type sérum animal ™3 (Figure 21).

A )k . . >=& @® Analyte
L< %” %. %”.’ Anticorps de détéction
>~
j%.>= jt Y Anticorps de capture
% Anticorps hétérophile
aVolinte

Figure 21: mécanisme d'interférences des anticorps hétérophiles %

A : interférence donnant des faux positifs / B : interférence donnant des faux négatifs

11.3.9.c.2. L’effet crochet

Si I’antigéne (la CT) se trouve a des concentrations extrémement élevées, les anticorps de
capture et de signal se saturent de I'antigéne, empéchant le sandwich de se former. Lorsque la
phase liquide est éliminée, la plus grande partie de I'antigéne est perdue avec les anticorps

signal, de sorte que la concentration d'antigene résultante est faussement faible. 1l s'agit de ce
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que I'on appelle «I'effet de crochet» et il ne peut se produire que lors des immuno-dosages a
une étape, a deux sites, donnant un signal bas lorsque la concentration de I'analyte cible est

trés élevée %1,

11.3.9.c.3. Macro-calcitonine
Ce phénomene a déja été décrit pour certaines protéines et peptides, et il est di a la
formation de macroagrégats entre la CT et les immunoglobulines principalement de type 1gG

et qui sont dirigées contre la CT amenant a des résultats faussement négatifs %!,

11.3.9.d. Tests de stimulation

L'administration de sécrétagogues puissants, tels que le calcium intraveineux ou la
pentagastrine, peut augmenter la sensibilité du dosage de la CT sérique 4. Certains auteurs
estiment que la sensibilité des méthodes actuelles de dosage de CT est telle que les tests de
stimulation ne sont plus nécessaires; Cependant, d'autres considérent que les tests de

stimulation sont utiles pour :

déterminer le moment de la thyroidectomie chez les enfants porteur d'un alléle du gene RET
muté.

I'évaluation de patients présentant un CMT résiduel ou récidivant aprés thyroidectomie.

la détection de CMT chez des patients avec des goitres nodulaires avec des valeurs de CT

légérement élevées 1421 [143]

Il semble essentiel que les cliniciens qui utilisent ces tests établissent des lignes directrices
claires pour les niveaux sériques anormaux de CT apres stimulation; une tache d’autant plus

difficile que I'établissement de références pour les niveaux anormaux de CT de base.

Il est a noté que pour garantir des résultats fiables, tout médicament qui peut influencer les
niveaux sériques de CT (Tableau V), tels que les inhibiteurs de la pompe a protons, devrait, si
possible, étre interrompu pendant au moins 1 semaine afin d'exclure toute influence sur les

tests (32,

11.3.9.d.1. Test a la pentagastrine

La pentagastrine Stimule la sécrétion de la CT aprés une injection en IV : on utilise le
Peptavion®, analogue synthétique de la gastrine qui est un puissant sécrétagogues de la
sécrétion de CT. Une réponse de la CT a la pentagastrine est classiquement pathognomonique
du CMT I,
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11.3.9.d.1.1. Déroulement du test

Malade étant a jeun depuis 12h

Durée de 15 minutes

Injection 1V de 0,5 ng/Kg Peptavlion® soit 0,002 mL par Kg de poids

L’injection doit durer aussi exactement que possible 3 minutes, soit 0,3 mL par minute.
Prélevements (tube sec-5 mL) aux temps suivants :

-5 min et temps O : temps témoin

+3 min (exactement a la fin de I’injection) : pic de CT

+5 min (2 min apres la fin de I’injection) : temps de récupération

+10 min : temps non indispensable : éventuel controle [

11.3.9.d.1.2. Effets indésirables

Des troubles digestifs a type de crampes, nausées, voire vomissements on été déecris, associés
ou non a une tachy- ou bradycardie, hypotension, troubles visuels. Il faut prévenir le sujet de
la possibilité de lourdeur des jambes, sensation de chaleur cervicale, contractions
cesophagiennes ou gastriques, malaise 1% la rétrocession des troubles est rapide dés la fin de

la stimulation.

11.3.9.d.1.3. Interprétation

Un taux de CT apres le test de stimulation a la PG se situant entre 30 et 100 pg/mL est
indicatif d>un CMT possible [ B8 Sij le taux de CT excéde 100pg/mL ceci est hautement
prédictif d’un CMT (avec une sensibilité de 90.5% et une spécificité de 80.6%) 1 .

11.3.9.d.2. Test au gluconate de calcium

Le Gluconate de calcium est une hormone synthétique qui stimule les cellules C de la glande
thyroide a produire de la CT qui est ensuite libérée dans le sang. Aprés avoir administré le
Gluconate de calcium, quelques échantillons de sang seront prélevés afin de mesurer la CT
[1%51 | a dose élevée de calcium est un stimulant de la CT plus puissant et mieux toléré que la

pentagastrine €.

11.3.9.d.2.1. Déroulement du test
Malade étant a jeun depuis 12h
Gluconate de calcium administré par voie intraveineuse immédiatement apres le premier

préléevement de sang.
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Injecter 2,5 mg / Kg de calcium en tant que gluconate de calcium 10%, a une vitesse
d'injection de 10 mL/min 132,
Echantillons de sang prélevés 1, 2, 3, 5, 10 et 15 minutes via le cathéter intraveineux aprés

l'injection du Gluconate de calcium 1.

11.3.9.d.2.2.  Effets indésirables du test
Les principaux effets indésirables signalés sont la paresthésie des extrémités et / ou des

lévres, la sensation de chaleur, le flush et une sensation de goQt crayeux.

Il est bien connu que Il'administration intraveineuse rapide de calcium peut causer une
vasodilatation, une diminution de la pression artérielle, une bradycardie, des arythmies
cardiaques, une syncope et méme si cela est rare, ces effets indésirables possibles doivent étre
pris en considération car ils sont potentiellement mortels. Par conséquent, des procédures
appropriées (y compris une surveillance cardiaque continue) doivent étre mises en ceuvre pour
garantir une intervention rapide en cas d'événement cardiovasculaire défavorable. Une

procédure plus lente de perfusion de calcium devrait étre évaluée 471,

11.3.9.d.2.3.  Interprétation
L'interprétation des résultats pour ce test est difficile et nécessite de plus grandes études

prospective 13211431,

11.3.9.e. Dosage de la calcitonine dans le liquide de ringage des aiguilles de

ponctions

La CT sérique est l'outil de diagnostic le plus sensible pour le CMT, mais il n'est pas utile
pour la localisation des tumeurs, des récurrences et des métastases, contrairement a la
ponction a I’aiguille fine qui permet a la fois I’étude anatomo-pathologique des Iésion et le
dosage de la CT au sein de ces mémes Iésions et qui serait hautement prédictif d’un CMT 8!
; Cependant, méme si I’intérét de la mesure de la CT dans le liquide de ringage de ’aiguille
de ponction semble évident, le seuil de positivité n’a pas encore ét¢ défini et la comparaison
aux taux sérique de CT permet une interprétation adéquate “*% quant aux questions de

rentabilité, celles ci devraient faire I’objets d’investigations ultérieures [L49]LL=0],

11.3.9.e.1. Déroulement de la ponction
La ponction a I’aiguille fine peut se faire soit a I’aide de la palpation et/ou sous contrdle
échographique (recommandé), soit guidée par ultrasonographie, qui est bien que plus

onéreuse et moins rapide, mais permet en méme temps d’évaluer les caractéristiques du

46



nodule et la présence éventuelle d’autres Iésions locorégionales (par exemple : autre nodule
thyroidien, adénopathie) et de les ponctionner par la méme occasion 4. Trois & quatre
ponctions sont généralement effectuées par nodule, a I’aide d’une aiguille de 22-24 gauge. La
plupart des ponction a 1’aiguille fine sont bien tolérées et ne sont pas associées a un inconfort
ou a une douleur significative. Les complications sont rares, genéralement mineures et
essentiellement sous la forme d’un hématome transitoire. L’aiguille est ensuite rincée dans
ImL d’eau pour préparation injectable. L’évaluation immédiate du matériel prélevé optimise
le rendement de cette procédure diagnostique et permet d’organiser rapidement la suite de la

prise en charge du patient 5152,

11.3.9.1. Association du dosage de la calcitonine a d’autres marqueurs
Le dosage de la CT peut étre associé au dosage d’autres marqueurs L’antigéne carcino
embryonnaire (ACE) est un marqueur non spécifique et moins fiable que la CT. Il peut étre un

marqueur de dédifférenciation d’un CMT et a ce titre un marqueur de mauvais pronostic [153],

La proCT est potentiellement un autre marqueur de CMT avec des performances
diagnostiques un peu inférieures a celle-ci car son taux s’éléve lors des sepsis. En revanche le

rapport PCT/CT est un facteur pronostique des CMT 2541,

11.3.10. Indications du dosage de la calcitonine
11.3.10.a. Dépistage du CMT

Le dosage de la CT est indiqué pour confirmer le diagnostic du CMT qu’il soit héréditaire
chez une famille porteuse d’une mutation du proto-oncogene RET ou sporadique, suite a des
manifestations cliniques caractéristiques . Les niveaux de CT de base sont en corrélation
avec la taille de la tumeur et le stade de la maladie ™. 1l a été rapporté que la valeur
prédictive positive (PPV) de la CT de base pour le diagnostic de CMT était de 8% lorsque la
CT était comprise entre 20 et 50 pg / ml, 25% entre 50 et 100 pg / ml et 100% lorsque la CT

¢tait supérieure a 100 pg / ml lorsqu’elle est associ¢ a un nodule thyroidien 78]

11.3.10.b. Suivi des CMT opérés
Le dosage de la CT est préconisé lors du suivi post opératoire des CMT pour S’assurer de

Iefficacité du traitement et le dépistage d’éventuelles maladies résiduelles et/ou récidives
[47][48][78]
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11.3.10.c. Dépistage en maladie thyroidienne nodulaire

Le dosage de la CT est aussi utilisé en dépistage de maladie thyroidienne nodulaire s’il ya
suspicion de malignité et de principe avant toute chirurgie pour goitre nodulaire "' ; dans ce
cas, la valeur diagnostique d’un taux accru de la CT basale est a apprécier en comparaison au
volume du nodule, et en confrontation avec les données de 1’examen cytologique, voire

[148]

immuno-cytochimique ", aussi 1’élimination de facteurs pouvant influencer le taux de CT

sérique est indispensable ¢ (Tableau V).

Les mesures de routine des taux sériques de CT pour la prise en charge des nodules sont trés
controversées, mais devraient étre considérées comme faisant partie intégrante de I'évaluation

diagnostique des nodules thyroidiens 7.

11.3.11. Valeurs de référence et interprétation des résultats
Les valeurs de référence de la CT en base (bCT) pour les trousses Elsa-CT et IRMA hCT
(Cis Bio-international France) sont inférieures a 10 pg/mL pour les adultes hommes et

femmes "%,

Les principaux facteurs pouvant influencer le taux de CT sérique et creer des
hypercalcitoninémies non dues & des CMT sont réunis dans le (Tableau V) . Certains auteurs
privilégient la dissociation des normes hommes et femmes qui ont montré que globalement,
le contingent de cellules C chez I’homme est le double de celui de la femme [LSEJ[LSONLE0] Chez
les plus jeunes le taux est légerement plus élevé, il est utilisé pour les enfants de moins de 6
mois un taux de référence allant jusqu’a 40 pg / mL et un taux de 15 pg / mL chez les enfants

entre 6 mois et 3ans 1%,

Costante et al. ont trouvé une valeur prédictive positive de CMT a 100 % pour un taux de CT
de base au moins égal a 100 pg/mL. Les patients ayant un microCMT (taille < 1 cm) ont des

concentrations de CT de base généralement comprises entre 5 et 100 pg/mL 2.

Il est important de souligner qu’une CT basale > 10 pg/mL ne signifie pas obligatoirement la
présence d’un CMT surtout si elle est < 50 pg/mL et ne permet pas non plus de discriminer
une HCC et un micro CMT Vil est alors nécessaire de la controler sur un second
prélévement, de vérifier la trousse utilisée pour le dosage a cause de 1’existence de variabilités
amenant a des valeurs de référence propres a chacune d’entre elles, les cliniciens devraient

[140]

alors étre informeés a chaque changement de trousse ", enfin il faut s’assurer de 1’absence de

facteurs favorisants une hypercalcitoninémie ™3 (Tableau V) .
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Tableau V : Facteurs pouvant influencer le taux de CT sérique 134 [1401 (1581

Facteurs liés au patient

Sexe (homme)

Age et poids (indice de masse corporelle
[IMC]) surpoids

Tabac/alcool

Alimentation

Facteurs liés a une tumeur endocrine extra-

thyroidienne

Tumeur carcinoide bronchique et digestive.

Tumeur pulmonaire a petites cellules.

Autre tumeur neuro-endocrine
(phéochromocytome).
Facteurs d’origine fonctionnelle Hypergastrinémie due a la  prise

d’inhibiteurs de la pompe a protons, ou a une
gastrite fundique atrophique, ou a un
gastrinome.

Insuffisance rénale.

Pseudo-hyperparathyroidie de type 1A.

Par  hyperplasie  des cellules C

réactionnelles

A une maladie thyroidienne auto-immune.
A un cancer thyroidien différencié de
souche vésiculaire.

Au tabac.

Facteurs liés aux dosages (interférences)

Présence d’anticorps hétérophiles.

Sepsis (élévation massive de proCT).

Médicaments

Glucocorticoides.

Inhibiteurs de la pompe a protons.
Glucagon.

Beta bloquants.
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I11. Partie pratique

1.1 Matériels et méthodes
11.1.1. Type d’étude

11 s’agit d’une étude prospective visant a comparer deux trousses de dosage de la
thyrocalcitonine: la trousse CISBIO International IRMA VS la trousse BECKMAN-

COULTER-IRMA .

11.1.2. Population d’étude
Les patients ont ¢été prélevés au niveau du laboratoire d’exploration in-vitro du service de

médecine nucléaire du centre hospitalo-universitaire de Tlemcen.
Ont été inclus dans cette étude:

e des patients suivis dans le cadre du dépistage ou du diagnostique d’un CMT
e des patients porteurs de CMT opéré

e des sujets supposes sains de toute hypercalcitoninémie.

11.1.3. Critéeres d’inclusion

e Patients orientés pour dosage de CT sérique.

11.1.4. Critéres de non inclusion
e Patients n’étant pas a jeun lors du prélévement.
e (Consommation de tabac et/ou d’alcool.
e Les femmes enceintes.

e Les insuffisants rénaux.

11.1.5. Ethique
Les sujets éligibles ont été informés du protocole de 1’étude et un consentement oral, libre et

éclairé a été obtenu.

111.1.6. Recrutement des patients
Les patients inclus dans 1’étude ont été sollicités pour un interrogatoire préliminaire visant a
écarter toute cause d’hypercalcitoninémie fonctionnelle. Une fois les criteres remplis et le

consentement des patients obtenu, ces derniers ont été préleves.
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11.1.7. Recueil des données
Le recueil des données cliniques et anamnestiques s’est fait a 1’aide d’un formulaire de

recrutement (annexe).

111.1.8. Nombre de patients

Un total de 66 échantillons a été inclu sur une période de huit mois ; du 25/09/16 au
24/05/17.

111.1.9. Prélevement et conservation des échantillons

Les prélevements sanguins ont été réalisés, a jeun, sur 3 tubes secs, puis centrifugés,
aliquotés et immédiatement congelés a -20°C . Les sérums ont subi un seul cycle de

déconggélation le jour méme du dosage, a température ambiante.

111.1.10.  Dosage de la Calcitonine

Il s’agit d’un dosage manuel radio-immunologique de type sandwich utilisant des

anticorps dirigés contre deux épitopes différents de la molécule de CT, et réagissant sans

compétition. L’échantillon est d’abord mis en présence du premier anticorps. Apres

incubation et aspiration, est rajouté le second anticorps monoclonal, cette fois-ci marqué a I’

22| a radioactivité liée est alors mesurée. La quantité de radioactivité fixée est directement

proportionnelle a la concentration en CT de I’échantillon mesurée par le compteur gamma

qui est un outil de mesure de I’intensité des rayonnements gamma essentiellement utilisé dans

le domaine de la bio analyse.
Sur le méme sérum, répartit en plusieurs aliquotes, ont été dosées séparément :

» LaCT avec latrousse CISBIO International IRMA.
» LaCT avec la trousse BECKMAN COULTER- IRMA.

e les dosages ont été effectués le méme jour et par le méme manipulateur. Un test
d’imprécision a été évalué pour I’ensemble des échantillons sur les 02 trousses en

faisant 03 lectures /jour pendant 03 jours pour chacune des trousses.

e Pour eviter tout risque de surestimation de la concentration de la thyrocalcitonine due a

la contamination radioactive, les lectures ont éte faites sur les mémes portes-tubes
pour les 02 trousses.

e Tous les sérums, standards et contrdles ont été doses en double (1 contrdle pour
CISBIO International IRMA et 2 pour BECKMAN-COULTER)
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e Les lectures ont été faites sur un compteur gamma de marque PERKIN-ELMER a 05

détecteurs a raison de 60 secondes par tube.

I11.1.11.  Criteéres d’exclusion
Les échantillons présentant un trouble, une hémolyse, une hyperlipémie ou contenant de la
fibrine et qui peuvent donner des résultats inexacts ont été écartés ce qui a réduit notre

échantillon de 130 sérums a 66 sérums

111.1.12.  Seuil de positivité
e Pour la trousse de référence CISBIO International IRMA : un seuil >10 pg /mL est
considéré comme positif.
e Pour la trousse BECKMAN-COULTER-IRMA : le seuil de positivité est sexe-
dépendant, les normes sont comprises entre :
» Hommes : [ 1.9-9.6]pg/mL
» Femmes : [0.5-7.8 ]Jpg/mL

I11.1.13.  Caractéristiques des trousses de dosage

Les deux trousses possédent les caractéristiques suivantes :
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IRMA IRMA
CARACTERISTIQUES Fabricant CIS-BIO Fabricant Beckman

International Coulter

Sandwich Sandwich

Principe

Ac monoclonaux

e Tubes revétus d’AC

monoclonaux Anti-hCT

e Anticorps monoclonal
Anti-hCTradiomarqué a

I’iode 125

e Tubes revétus d’AC

monoclonaux Anti-hCT

e Anticorps monoclonal Anti-
hCTradiomarqué a l’iode

125

Controle

o 116 +/-1.74 pg/mL

e 41.8+/-10.5 pg/mL
e 095.0+/-14.4 pg/mL

Calibrateurs

05 calibrateurs :

e 79

e 31

e 110
e 710
e 1400

01 Blanc + 05 calibrateurs :

e 76
e 29
e 50
e 159
e 740

Plage de mesure

[0 —1530] pg/mL

[0 —674] pg/mL

Temps d’incubation

incubation : 20-24h &
température ambiante (18-
25°C).

incubation : 18h a 2-8°C

Sensibilité analytique 1,5 pg/mL. 0.9 pg/mL
4 pg/mL Non définie

Sensibilité fonctionnelle

Colt 2,5 fois 01 fois
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111.1.14.  Contrdle de qualité des dosages
Les sérums contréles fournis par les 02 trousses, ont été utilisés dans chaque série de dosage
avec respectivement 01 seul niveau de contréle pour BECKMAN -COULTER et 02 niveaux
pour CISBIO International). Ces échantillons ont été traités de la méme facon que les sérums
de patients (dosés en double) et positionner de maniére aléatoire au sein de la série de

dosage.

111.1.15.  Analyse statistique des données

Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse statistique par le logiciel SPSS version.21
et le logiciel XLSTAT.

e Le test paramétrique bivarié de Pearson a été appliqué pour évaluer le degré de corrélation
(r?) des variables quantitatives.

e Pour comparer la différence des moyennes, le test de Bland-Altman pour échantillons
appariés a éte utilisé.

e Aussi, afin d’évaluer la linéarité des valeurs obtenus sur les 02 trousses, la droite de
régression de Passing-Bablok (test bilatéral) a été réalisée.

e Une courbe ROC a également été pratiquée, afin de tester la sensibilité (Se) et la
specificité (Sp) de la trousse hTC-IRMA de BECKMAN COULTER au seuil de
10pg/mL, correspondant au seuil de référence de la trousse CISBIO International IRMA

prise comme gold standard.
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111.2. Résultats
11.2.1. Description de la population d’étude

111.2.1.a. Le sexe

[ 66 échantillons ]

m Sériel

Figure 22:histogramme représentatif de la répartition de la population selon le sexe

Sur les 66 échantillons analysés, on note 53 femmes (80%) et 13 hommes (20%). Ceci

correspond a un sexe ratio de 0,24.

1.2.1.b. L’age

Tableau VI: moyenne d*age Hommes-Femmes de la population étudiée
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I11.2.1.c.  Moyennes des valeurs de CT en fonction du sexe

Tableau VII: Moyennes des valeurs de CT en fonction du sexe

moyenne de CT hommes CISBIO International 102,39pg/mL
IRMA

Moyenne de CT femmes CISBIO International 40,53pg/mL
IRMA

moyenne de CT hommes BECKMAN-COULTER 189,62pg/mL

Moyenne de CT femmes BECKMAN-COULTER 108,41pg/mL

La moyenne de CT obtenu sur les deux trousses chez les hommes est supérieure a celle des

femmes.

66 échantillons
189,62

200
180
160 108,41
140
120
100
060
040
020
000

moyenne homme moyenne femme moyenne homme moyenne femme
CISBIO CISBIO BECKMAN BECKMAN

H moyenne

Figure 23:histogrammes des moyennes de CT obtenues par les deux trousses chez les hommes

et les femmes
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111.2.1.d.  Reépartition des échantillons en fonction du seuil de CT (10pg/mL)

N < 10 pg/mL CISBIO International IRMA 60

N > 10 pg/mL CISBIO International IRMA 6

[ 66 échantillons ]

N <10 pg/mL N < 10 pg/mL N > 10 pg/mL N > 10 pg/mL
CISBIO BECKMAN CISBIO BECKMAN

= nombre

Figure 24:répartition des patients en fonction du seuil de référence (10 pg/mL)

Par rapport au seuil de positivité de la trousse de référence (10 pg/mL), le nombre de
patients positifs avec BECKMAN-COULTER (14/66) est nettement supérieur a celui de
CISBIO international (6/66).

57



11.2.2. Statistique descriptive

Tableau VIlI:statistique descriptive de I'échantillon

4768,76 124,4639 634,56374

66 4,76 1002,18 52,6320 192,11619

La valeur minimale obtenue par la trousse BECKMAN-COULTER est de 2,99 pg/mL contre
4,76 pg/mL avec CISBIO international IRMA, ainsi qu’une moyenne de 52,63 pg/mL avec

CISBIO international IRMA face a 142,46 pg/mL avec BECKMAN-COULTER.
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111.2.3. Test d’imprécision (répétabilité)

Tableau 1 X: Coefficient de variation intra-essai

66 CISBIO International 09 <10%
IRMA
66 BECKMAN-COULTER 09 <10%

Le test de répétabilité a révelé un CV< 10% pour les 02 trousses.
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111.2.4. Test de corrélation

111.2.4.a. Test paramétrique de Pearson ( N = 66)

Tableau X: test paramétrique de Pearson

0,000 (<0,05)

Il existe une forte corrélation entre les 02 trousses et de maniere significative

(r=0,84, p< 0,05).
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111.2.5. Comparaison des différences de moyennes

111.2.5.a. Diagramme de Bland-Altman

Analyse de Bland-Altman P-value (bilatérale) =0,23.

Graphique de Bland et Altman

. 4000 .
& [ 66 échantillons ]
= 3000 +
3%
38
Z i 2000 +

<
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g .
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wz
1 O _____________________________________________________________________________________
8 = (R T S Saaee ————— ————————
) 500 1000 1500 2000 2500 3000

O
gd) 00
ok
he
= -2000
&l Moyenne (HTC-CISBIO INTERNATIONAL + HTC-BECKMAN-COULTER)/2

| Biais  ------- IC Biais (95%)  ------- IC (95%)

Figure 25 : diagramme de Bland-Altman

La courbe de Bland Altman a été utlisée pour comparer les deux moyennes obtenues par les

deux trousses .
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111.2.5.b. Test échantillons appariés (différences de moyennes)

Test échantillons appariés (différences de moyennes)

Différences appariées t ddi Sig.
Moyenne Ecart-type Erreur Intervalle de confiance (bilatérale)
Variables standard 95% de la différence
moyenne
Inférieure Supérieur
e
Paire 1
BECKMAN.COUL 71,83197 483,94427 59,56942 -47,13638 190,8003 1,206 65
TER - CISBIO 2

La différence des moyennes obtenues par le test d’échantillons appariés sur les 02 trousses

n’a retrouvé aucune différence significative (p=0,23 >0,05).
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111.2.6. Distribution des valeurs de CT

300 [ 66 échantillons ]

200

100 e

95% IC

-100-

T T
BECKMAN.COULTER CISEID

Figure 26:distribution de 95% des concentrations par les deux trousses
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11.2.7. Test de linéarité : Droite de régression de Passing-Bablok

Régression de HTC-BECKMAN-COULTER par HTC-CISBIO INTERNATIONAL
(R2=0,710)
5000
o [ 66 échantillons ]
4000 +

[a g
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2
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<

=

4

(@]
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[an]

O

|_

I

-5I00 -3;)0 13I00 15I00

HTC-CISBIO INTERNATIONAL
Modele(HTC-BECKMAN-COULTER) Int. de conf. (Moyenne 95%)
Int. de conf. (Obs 95%)
Figure 27: Droite de régression de Passing-Bablok
111.2.7.a. Test de linéarité / (Test bilatéral)
Test de linéarité / (Test bilatéral)

Max (JCusuml|) (Valeur observée) 7,000
Max (|Cusuml|) (Valeur critique) 11,033
p-value (bilatérale) 0,448
alpha 0,05

Le test de linéarité a conclu a une bonne linéarité de la plus part des valeurs avec un p-value
a 0,44 >0,05.
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111.2.8. Courbe R.O.C

Tableau XI:Résumé Récapitulatif du traitement des observations

Etat CISBIO Internatiional IRMA N valide (incomplet)
(Seuil 10pg/ml)

Positif 06

négatif 60
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Zone sous la courbe

Variable(s) de résultats tests: BECKMAN.COULTER

Zone sous la courbe 0,872

Courbe ROC

[ 66 échantillons ]

Sensitivite

0,4

L] I
o,0 0,2 0,4 0,5 0,3 1,C
1 - Spécificité

Figure 28: courbe R.O.C

Le seuil de CT qui donne la meilleure sensibilité (83%) et la meilleure spécificité (98%) pour

BECKMAN-COULTER estde 13,69 pa/mL.

66



11.3. Discussion
La calcitonine est une hormone hypocalcémiante constituée de 32 acides aminés °* et
produite par les cellules C parafolliculaire de la glande thyroide. Etant un marqueur tumoral

de diagnostic et de suivi, I’irrégularité de sa sécrétion doit faire évoquer la possibilité d’un
CMT46l471048]

Le dosage biologique de la CT effectué au niveau du laboratoire du service de médecine
nucléaire -CHU Tlemcen-, se fait habituellement par la trousse CIS BIO International IRMA
considérée comme « gold standard ». Dans le but d’introduire une alternative a cette derniére,
tout en évaluant le rapport cout/ efficacité, nous avons comparé les résultats de CT obtenus
avec la trousse de référence a ceux obtenus avec la trousse de BECKMAN-COULTER-
IRMA.

Au cours de ce travail, un échantillon de 66 sérums de CT a été dosé simultanément par la
trousse CIS BIO International IRMA et la trousse BECKMAN-COULTER-IRMA.

Il nous semble pertinent de débuter notre discussion en mettant en avant les limites de notre
étude a savoir : la taille restreinte de notre échantillon et de ce fait celui de cas confirmé de
CMT et ce compte tenu de la rareté de la pathologie, de la durée de recrutement et du

caractere monocentrique de 1’étude.

L’analyse descriptive de 1’échantillon objective une nette prédominance féminine (80 %)
avec une sex-ratio de 0.24 soit 02lhomme pour 04 femmes, aussi la moyenne d’age homme /

femmes est respectivement de 49 et 51 ans.

La moyenne de CT obtenue chez les hommes aussi bien avec la trousse CIS BIO
International que la trousse BECKMAN-COULTER est nettement supérieure a celle des
femmes, ceci pourrait s’expliquer par le fait que le contingent de cellules C est nettement
supérieur chez les hommes [**8. Une étude faite sur une série autopsique conclut que le

nombre de cellules C est multiplié par 2 chez les hommes 8%,

La notion de prise de tabac et d’alcool ne peut expliquer cette différence de moyennes de
CT entre hommes/femmes, elle a été éliminée par I’interrogatoire avant inclusion, quand a
'IMC il n’a pas été calculé pour nos patients. Dans I’étude d’Herbomez °® réalisée sur
287 sujets, la corrélation entre le taux de CT, I’age et I'IMC a bien était établie notamment

chez les hommes.
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Concernant les valeurs de CT et en prenant en considération la valeur seuil de 10 pg/mL
(celle de la trousse de référence), le nombre de patients positifs avec BECKMAN-COULTER
(14/66) s’est révélé étre plus que le double de celui de CISBIO international (6/66), ceci
pourrait s’expliquer par une erreur de manipulation lors du dosage (erreur aléatoire) avec des
prises d’essais incorrects pour la trousse BECKMAN-COULTER, ou aussi par la sensibilité
fonctionnelle qui est assez basse pour la trousse de référence ( 4pg/ml) alors qu’elle est non

définie pour la trousse de BECKMAN COULTER.

Afin d’évaluer la précision intra-série (la répétabilité), les échantillons de sérum ont fait
’objet de 03 lectures consécutives au sein d’une méme série pendant 03 jours pour chacune
des trousses. Sur un total de 09 lectures, les coefficients de variation ont donné pour CISBIO
international et BECKMAN-COULTER des valeurs <10 %, témoignant ainsi de la non

dérive des valeurs au cours du temps sur I’ensemble des lectures.

Le test de corrélation bivarié de Pearson, a révélé une forte corrélation entre les valeurs de
CT obtenu sur la trousse de CIS BIO International et celle de BECKMAN-COULTER et ceci
de maniere significative (r=0,84, p< 0,05). Cette forte corrélation n’est pas surprenante,
sachant que ces 02 trousses utilisent le méme principe d’immunodosage : radio-

immunomeétrique de type « sandwich » et le méme type d’anticorps de révélation.

La distribution des valeurs de CT obtenus sur les 02 trousses, objective une dispersion des
valeurs plus étendue pour BECKMAN-COULTER que pour CISBIO International, ceci
serait peut étre dd a I’absence de parité entre les standards des deux trousses. En effet, les
standards fournis avec la trousse BECKMAN-COULTER permettant d’établir la gamme de
calibration ne recouvre pas correctement la zone des concentrations hautes, avec notamment
un écart important a partir du 3eme (concentration théorique 50 pg/mL) 4eme (concentration

théorique 159 pg/ml ) et 5eme standard (concentration théorique 740 pg/ml ).

Dans le but de vérifier la linéarité des valeurs obtenus avec chacune des trousses, la droite
de régression de Passing & Bablok (test bilatéral) a été utilisé, donnant un p-value bilatéral de
0,44 (>0,05). Ceci a conclu a une bonne linéarité de la plus part des valeurs sauf pour 04

échantillons dont les concentrations sont élevées.

La comparaison des différences de moyennes des CT pour eéchantillons appariés sur les 02
trousses a été réalisé par le test de Bland-Altman, qui a retrouvé un facteur de signifiance

p=0,23>0,05, témoignant de I’absence d’une différence significative entre les deux moyennes,
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a ’exception d’échantillons dont les concentrations sont ¢levés correspondant a des cas de
CMT .Ceci concorde avec étude italienne portant sur 35 cas de CMT confirmés comparant
04 trousses de dosage ayant toutes le méme principe de dosage immunométrique (CISBIO
International IRMA, CT US (Bio source), Ultra Sensitive Calcitonin (DSL) et
CalcitoninAssay (Scanticorps ) qui a conclu a une faible corrélation entre les valeurs obtenus
sur les 04 trousses!*"!,

Une courbe ROC a été établi pour juger de la performance de la trousse BECKMAN-

COULTER par rapport au seuil de référence de 10pg/ml.
L’aire sous la courbe est de 0,87, le test est alors significatif dans la majorité des cas.

La valeur diagnostique d’un examen est d’autant plus fiable qu’il soit & la fois sensible et
spécifique. De ce fait nous avons estime a partir des coordonnees de la courbe ROC, que
pour la trousse BECKMAN-COULTER, le seuil de CT qui donne le meilleur compromis
entre la sensibilité (83%) et la spécificité (98%) est de : 13,69 pg/mL ( plus élevé que celui de
CISBIO international ).

L'analyse des performances mentionnées par les fournisseurs met en évidence une plus
grande sensibilité analytique pour la trousse BECKMAN-COULTER (0.9pg/mL VS 1.5
pg/mL pour CISBIO international), elle est en théorie, plus performante dans les valeurs
basses de CT. Cette différence de sensibilité entre les deux trousses dans les valeurs trés
basses n'a pas vraiment de conséquence sur le plan clinique, vu que l'interprétation des
résultats se fait par rapport a un seuil décisionnel assez élevé (10 pg/mL pour la trousse de
référence " CIS BIO International IRMA").

A la lumiere de ces résultats, la trousse de CT de BECKMAN-COULTER-IRMA serait
une bonne alternative a la trousse CIS BIO International IRMA chez les tous venant, d’autant
plus qu’elle est 2.5 fois moins couteuse, mais chez les patients porteur de CMT, il est difficile
de conclure, du fait de notre échantillon restreint. Cependant il est recommandé, pour le suivi
des patients de toujours déterminer le taux de CT au sein du méme laboratoire d’explorations

avec la méme trousse de dosage, et d’en informer le clinicien lors de tout changement.
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11.4. Conclusion/ Perspectives.

Il est a noter que I'ensemble de la littérature disponible a ce jour sur la CT reprend des

dosages réalisés a l'aide de la trousse CISBIO International IRMA.

Compte tenu du réle important de la CT dans le diagnostic et le suivi du CMT, son dosage
devra étre effectué par la méme trousse et la distinction des sujets entre malades et non

malades doit étre relative a cette derniére.

Malgré la bonne corrélation et ’absence de différence de moyennes des valeurs obtenues
avec les 02 trousses , le probleme de la dispersion des valeurs moyennes et hautes de CT
constatée avec la trousse hTC-BECKMAN COULTER IRMA , et en dépit de son codt
sensiblement réduit a celui de hTC-CISBIO-International IRMA, elle ne peut constituer une

bonne alternative a cette derniére vu le nombre réduit de cas de CMT inclus dans cette étude.

Il serait donc indispensable dans le futur de travailler sur un échantillon plus important ne
comprenant que des cas de CMT confirmé afin d’évaluer véritablement 1’efficacité de la
trousse hTC-BECKMAN-COULTER-IRMA. Aussi, il serait intéressant d’impliquer une
troisieme trousse de dosage automatisé qui permettrait d’écarter le risque d’erreur humaine,

constituant ainsi un sujet pertinent pour les recherches ultérieures.
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V. Annexes

V.1. Formulaire de recrutement

Nom :

Prénom :

Date de naissance :

Sexe :

Numéro de dossier :

Critéres :

ajeun oui [} non [ ]

Insuffisance rénale oui L1 non
Grossesse ou allaitement oui 1 non C 1
Consommation de tabac et d’alcool oul (I non
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