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| — Etude immunohistochimique avec I'anticorps antip57.

La protéine kinase inhibitrice cycline-dépendar@e(CDKN1C/p57/Kip2) est le produit du
gene CDKN1C situé sur le chromosome 11 (11pl15.8st@n géne suppresseur de tumeur
qui induit un arrét du cycle cellulaire en phase G1

Ce géne est soumis a empreinte parentale en résphénomenes de méthylation régulant
son expression. Ainsi, un individu normal héritardalléle maternel et d’'un alléle paternel,
mais l'alléle paternel est silencieux, et seuléld maternel s’exprime.

Dans urtissu placentaire normal ou simplement hydropjdes cellules du stroma
villositaire, le cytotrophoblaste et le trophobtasttermédiaire expriment p57 (Figure 1). La
caduque sert de témoin interne positif. Il s’agindnarquage nucléaireintense.

En cas dendle hydatiforme complétkes deux lots chromosomiques sont d’origine
paternelle. Le géne CDKN1C est donc silencieuxaamint une perte d’expression de p57
dans les cellules du stroma villositaire et du tgighoblaste. Le trophoblaste intermédiaire
reste positif (Figure 2).

En cas dendle hydatiforme partiellda présence d’un allele maternel permet de mainte
une expression normale de la p57 dans le strortusitdire et le cytotrophoblaste (Figure 3).
Attention, il peut exister des aspects de faux titga cas de nécrose villositaire avanceée.

On obtient alors les profils suivants (Jun 200 d8£2014) :

Cytotrophoblaste Stroma villositaire

MHC - -
MHP + +

Avortement hydropique + +
Aberration chromosomique + +

Dysplasie mésenchymateuse
Mosaique/chimérisme + - p57 discordante
androgénétique/biparental (Figure 4)



Modalités d’interprétatioivVang 2012) :

- moins de 10% de cellules positives = marquagatifég

- plus de 50% de cellules positives = marquagetiposi

- entre 10 et 50% de cellules positivesiarquage ambigu ou équivoqué-igure 5). Une
nouvelle étude IHC est recommandée sur un autre bére un génotypage moléculaire.
Ne pas interpréter comme positif un marquage cgpique sans marquage nucléaire.

On parle dg57 divergentequand il existe plusieurs contingents villositai(Eigure 6).
L’association de plusieurs populations villositaipeut se voir dans les contextes de
grossesse gémellaire avec MHC, ou de mosaique®dbimes parfois trés complexes
pouvant associer jusqu’a 4 populations (un continggoma+, cytotrophoblaste + ; un
contingent stroma -, cytotrophoblaste - ; un cagemnt stroma -, cytotrophoblaste + ;un
contingent stroma +, cytotrophoblaste -).

Lesmoles hydatiformes complétes diploigas mutation du gene NRLP7 (au autre gene),
rencontrées dans les contextes de mdles famibaiedcurrentes, ont le méme profil
immunohistochimique qu’une mdéle hydatiforme compléandrique : perte d’expression de
p57 dans les cellules du stroma villositaire etyiotrophoblaste.

L’étude immunohistochimique a l'aide de I'anticoq#ti-p57 est une technique facile, peu
colteuse, sensible et spéecifique.

A noter que, dans la littérature, il a été décaideptionnels cas de faux positifs : MHC
diandrique p57 positive par gain d'un chromosormhenhaternel (MHC + trisomie 11) (Mac
Connel 2009) et de faux négatifs : MHP p57 négaiavetriploidie diandrique avec perte du
chromosome 11 maternel (De Scipio 2011).

.
0
“
i1
2

Fig 3. 5o Ryt oW



» - . -
| hy e -
’ - . - 2|
°* 4 ‘.,( 2 L] ®
- &.
. l‘ o,
"o N\ ” f " “ "z R S &
li # " w
LA P t' oW
? “
o *o® @ - P ;
ME . * : b ¢ a B { :
- N Cig el ¢ B :
‘#F|g'5 ) “ ® s..( Flg 6 K i F
: - . . <
LA rd ,.s ® T & -
A e wlge @ !

Figure 1 : Expression normale de p57 dans un praortement non molaire. P57
exprimée par les cellules du stroma villositaiesgytotrophoblaste, le trophoblaste
intermédiaire et la caduque.

Figure 2 : MHC. Perte d’expression de p57 danytetmphoblaste et le stroma villositaire.
Figure 3 : MHP. Profil d’expression normal de p57.

Figure 4 : p57 discordante. Perte d’expressionsdedans le stroma mais pas dans le
cytotrophoblaste.

Figure 5 : p57 ambigué. Marquage de 10 a 50% dkgesedu stroma villositaire. L'intensité
est toutefois moins forte que dans le témoin itejacent (trophoblaste intermédiaire).
Figure 6 : p57 divergente. Présence de 2 popukatidlositaires de profil
immunohistochimique p57 différent. En haut villésitmélaires p57 négatif dans le stroma et
le cytotrophoblaste. En bas contingent villosita®& négatif dans le stroma, positif dans le
cytotrophoblaste.

A noter une forte positivité du trophoblaste intédaire servant de témoin interne.
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Il - Etude de la ploidie par hybridation in situ

L’hybridation in situ fluorescente ou colorimétrgsur tissu fixé est utile pour déterminer la
ploidie du tissu fcetal. Elle ne permet cependasitdgapréciser I'origine paternelle ou
maternelle des chromosomes.

On utilise soit une seule sonde centromérique powhromosome non sexuel généralement
non impliqué dans les trisomies, c'est-a-dire agie 13, 16, 18, 21 (Chew 2000), soit au
moins deux sondes (Maggiori 2007).



La sonde dirigée contte centromére du chromosome 1liitilisée dans I&it Her2 du sein

peut convenir pour cette technique (LeGallo 2088¢c la réserve qu’une trisomie 17 ne peut
étre exclue de fagon formelle.

Le tissu foetal est considéré comtrigloide quandplus de 20% des cellules du stroma
villositaire comportent trois spots(Figure 7). Le compte ne doit pas étre réalisdesur
cellules trophoblastiques, car elles sont davanpagigeranteset peuvent donc étre facilement
polyploides.
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Figure 7: SISH a l'aide de la sonde Her2/centromére domlasome 17. Présence de 3 spots

rouges (chromosome 17) dans plus de 20% des etlulstroma villositaire en faveur d’un
tissu foetal triploide.
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lll- Génotypage moléculaire

Dans la littératurde génotypage moléculaire des produits ovulaires été décrit comme
une méthode valide de diagnostic en routine. Getfenique permet d’une part, de
déterminer la ploidie des villositést d’autre part, de déterminer I'origine pateleel
maternelledu génome en comparant le profil des villositée @rofil maternel.

Il permet ainsi:

- de discriminer une diploidie androgénique (mdgléatiforme compléte) et une diploidie
biparentale (avortement hydropique)

- de discriminer une triploidie paternelle (mélalagforme partielle) d’'une triploidie
maternelle (non molaire).




-de discriminer une triploidie paternelle (mdle atytbrme partielle) d'une diploidie
biparentale (avortement hydropique). En pratiqlestaans cette indication que le
génotypage moléculaire est le plus courammentséali

Le principe du génotypagedes grossesses moélaires repose sur la compadiEs@enotypes
entre 'ADN des villosités suspectes et TADN maielr(extrait de la caduque).

Un génotype est la combinaison de 2 alléles. Un 80RShort Tandem Repeat" est composé
de 2 a 7 bases qui se répétent. Chaque alleleeobnti certain nombre de répétitions et la
différence de longueur entre 2 alléles peut ésaalisée par électrophorese, aprés
amplification de I'ADN, et lorsqu'une molécule ftescente est incorporée.

La technique comporte plusieurs étapes. L’étape pré-analytiqomesiste a séléctionner sur
une lame colorée a 'Hématoxyline-Eosine-Safras, zimes de caduque gestationnelle
maternelle, et des zones de villosités placentaires
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Une macrodissection des zones de caduque et deitél placentaires est réalisée, suivie de
I'extraction des ADN. Le kit utilisé est un kit (RCR multiplex (kit mplFISTR®Profiler® de
chez Applied Biosystems).

Les résultats sont interprétésselon I'algorithme proposé par Murphy et@lurphy K. et al.
J Mol Diagn. 2009 Nov;11(6):598-605).

La premiere étape de l'interprétation se limitéA®DN des villosités placentaires : elle
consiste a examiner pour chaque locus le nombtielg’@btenu et le ratio entre la hauteur
des alléles. Cette analyse semi-quantitative rgneesur la ploidie. La deuxieme étape de
l'interprétation consiste a comparer I’ADN villosite avec 'ADN maternel pour en déduire
I'origine paternelle ou maternelle des alléles.

Il s’agit d’une technique longue, colteuse et gugassite un plateau technique de biologie
moléculaire avec une technicienne expérimentéerdssdtats sont interprétables dans
environ 2/3 des cas. Les cas non contributifs spoedent le plus souvent a gesblemes
de contaminationentre les ADN villositaires et maternels, plusraent a des ADN trop
faiblement amplifiés.

En pratique, il est donc important de disposer de lames squielles la caduque maternelle
et les villosités ne sont pas trop intriquées, dféviter les contaminations lors de la
macrodissection.



Exemples de résultats obtenus :

Méle hydatiforme compléte
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Mole hydatiforme partielle
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Exemple d’interprétation pour un locus :

-Pour I'’ADN villositaires, il existe deux
pics (= deux alleles)

-le rapport de hauteur entre ces pics
montre qu’un des alleles est en double
quantité par rapport a I'autre, en faveur
d'une TRIPLOIDIE.

-I'allele en double dosage n’est pas
partagé avec la mere. Il s'agit d’'une
triploidie d’'ORIGINE DIANDRIQUE
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Exemple d’interprétation pour un locus :

-Pour 'ADN villositaires, il existe trois
pics (= trois alléles)

-ces trois pics sont de hauteur égale, en
faveur d’'une TRIPLOIDIE.

-deux des alléles ne sont pas partagées
avec la meére. Il s’agit d’une triploidie
d’ORIGINE DIANDRIQUE



Produit d’avortement hydropique non molaire

Appucu
Biosystems
eneMapper 4.0

Sample File [ sample Name
MoleTest1s 3C 2012-07-25 lucie fsa MoleTest15 3C
[ TPOX ]
210 230 250
21001
18004
+ Caduque
1500+ r\
L I
1200+ I
2001 | l‘
6001 ‘ |
- |
3001 | ‘
L /o
Py Y S L W —
224.39
2
MoleTest15 3V 2012-07-25 Luciefsa MoleTest15 3V
[ TPOX ]
210 230 250
21001
1800 [ |’I
L Villosités I
1500+ | \
L |
12004 | ‘ \"
r |
200 ‘ | ‘ |
6001 ‘| ‘ [
3001 | a
R |
) . VS S — 4/\_/Ilk& ———
22432 240.74
? ?

fed Aug 01,2012 12:02PM, CEST

Exemple d’interprétation pour un locus :

-Pour I'ADN villositaires, il existe deux
pics (= deux alleles)

-le rapport de hauteur entre ces pics est
de proche de 1 (entre 0,61 et 1,17): ces
deux alléles sont en quantité égale, en
faveur d'une DIPLOIDIE.

-si I'on compare avec le profil maternel
(monozygote pour ce locus), on voit que
I'un des pic est partagé avec la mere et
que l'autre est d’origine paternelle, en
faveur d’'une DIPLOIDIE D’'ORIGINE
BI-PARENTALE.





