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Résumé : Une des propriétés majeures de la 
thyroïde est de capter l’iode de la circulation 
sanguine grâce à la présence d’un transporteur 
d’iodure (NIS pour Natrium Iodide Symporter). 
Cette capacité d’accumulation d’iode par les 
thyrocytes joue un rôle clé dans la synthèse des 
hormones thyroïdiennes ainsi dans le diagnostic 
et le traitement des cancers de la thyroïde. 
Cependant, en raison d’une diminution ou de 
l’absence de l’expression du NIS dans certaines 
tumeurs et métastases, des patients deviennent 
réfractaires à la radiothérapie métabolique et 
présentent une radiorésistance, causant ainsi un 
problème de santé publique.  

L’oncogène BRAFV600E, un puissant activateur 
de  La voie MAP kinase, est détecté dans 40 - 
60% des cancers thyroïdiens de type papillaires 
(CPT) qui représentent 80% de la totalité des 
cancers thyroïdiens. La mutation BRAFV600E est 
associée aux tumeurs thyroïdiennes les plus 
agressives. Cependant l’inhibition 
pharmacologique de la voie MAP kinase induite 
constitutivement par l’oncogène BRAFV600E ne 
permet pas, à elle seule, de rétablir l’expression 
du NIS chez des patients atteints d’un cancer de 
la thyroïde muté BRAFV600E. Ceci suggère que 
d’autres mécanismes compensatoires peuvent 
contribuer à la radiorésistance. Une étude récente 
menée sur un modèle murin a montré que la 
régulation négative du NIS par l’oncogène 
BRAFV600E est médiée par la voie du TGFβ. Une 
autre a montré que l’expression du NIS serait 
dépendante de l’état redox de la cellule, 
suggérant un rôle des espèces réactives de 
l’oxygène (ROS). Dans les cellules les ROS 
peuvent être NOX4 comme une cible 
thérapeutique potentielle. produites par les 
NADPH oxydases (NOX/DUOX). La thyroïde 
en exprime trois : DUOX2 nécessaire à la 
synthèse des hormones thyroïdiennes ainsi que  

DUOX1 et NOX4 dont le rôle physiologique reste 
inconnu. La NOX4, surexprimé dans les CPTs, a 
été montré être un nouvel effecteur clé de la voie 
du TGFβ dans d’autres cancers.  

Dans mon projet de thèse, je me suis intéressée à 
l’étude du rôle de NOX4 dans la régulation 
négative du NIS dans les CPT mutés BRAFV600E. 
L’étude du mécanisme, réalisée à partir de deux 
lignées humaines issues de cancers papillaires 
mutés pour BRAF (BCPAP et 8505C), a permis 
d’établir que l’oncogène BRAFV600E contrôle 
l’expression de NOX4 au niveau transcriptionnel 
via la voie TGF-β/Smad3. Ces résultats ont été 
validés sur une lignée de rat exprimant de manière 
conditionnelle BRAFV600E ainsi que sur des 
thyrocytes humains en culture primaire. De 
manière importante, l’utilisation d’antioxydants 
tels que le N-acetyl cystéine (NAC) ou 
l’inhibition spécifique de l’expression de NOX4 
par ARN interférence permet de réinduire 
l’expression du NIS. Ces résultats qui montrent 
que les ROS produites par NOX4 inhibent 
l’expression du transporteur de l’iode (NIS) 
établissent un lien entre l’oncogène BRAFV600E et 
NOX4. Une analyse  comparative de l'expression 
de NOX4 effectuée à partir de 500 cancers 
papillaires de la thyroïdes mutés ou non pour 
BRAF (données TCGA) confirme que NOX4 est 
significativement augmenté dans les cancers 
porteurs de la mutation BRAF et que ceci est 
corrélé à une diminution de l’ARNm du NIS. Par 
ailleurs,  le niveau de NOX4 est inversement 
corrélé au score de différenciation thyroïdien, 
suggérant que NOX4 pourrait être impliqué dans 
le processus de dédifférenciation.  Cette étude 
ouvre une nouvelle opportunité pour 
l’optimisation de l’utilisation de la radiothérapie 
métabolique dans le traitement des cancers 
thyroïdiens réfractaires à l’iode I131 et présente 
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Title :  The study of the involvement of NADPH oxidase NOX4 and oxidative stress in the 
radioresistance of papillary thyroid cancers harboring BRAFV600E oncogene 

Keywords : papillary thyroid cancer (PTC), radiation resistance, Natrium Iodide Symporter (NIS), 
the oncogene BRAFV600E, NADPH oxidase 4 (NOX4), ROS 

Abstract:  One of the major properties of the 
thyroid is iodine uptake from the bloodstream 
through an iodide transporter (NIS for Natrium 
Iodide Symporter). This capacity plays a key 
role in the thyroid hormones synthesis, but also 
in both diagnosis and treatment of thyroid 
cancer. However, due to a decrease or absence 
of the NIS expression in some tumors and 
metastases, patients become refractory to the 
metabolic radiotherapy and present a 
radioresistance, which cause a public health 
problem. 

The BRAFV600E oncogene, a potent activator of 
the MAP kinase pathway, is detected in 40-60% 
of papillary thyroid cancer (PTC), which 
represent 80% of total thyroid cancers. The 
BRAFV600E mutation is associated with the more 
aggressive thyroid tumors. However, the 
pharmacological inhibition of the MAP kinase 
pathway, constitutively induced by the 
BRAFV600E oncogene, is not able to restore alone 
the expression of NIS in patients with 
BRAFV600E mutated thyroid cancer. This 
suggests that other compensatory mechanisms 
may contribute to the radioresistance. A recent 
study in a mouse model demonstrated that 
downregulation of NIS by BRAFV600E oncogene 
is mediated through the TGFβ activation. An 
other showed that the expression of NIS is 
dependent on the redox status of the cell, 
suggesting a role for the reactive oxygen species 
(ROS). In cells, ROS can be produced by the 
NADPH oxidases (NOX/DUOX). The Thyroid 
gland expresses three of them: DUOX2, which 
is necessary for the thyroid hormones synthesis, 
but also DUOX1 and NOX4 whose the 
physiological role remains unknown.  

NOX4, which is overexpressed in the PTCs, has 
been shown to be a new key effector of the TGF 
beta pathway.  

In my thesis project, I was interested in studying 
the role of NOX4 in the negative regulation of 
NIS in BRAFV600E mutated CPT. The study of 
the mechanism, made from two human cell lines 
derived from BRAF-mutated papillary thyroid 
cancers (BCPAP and 8505C), has revealed that 
the oncogene BRAFV600E controls the expression 
of NOX4 at the transcriptional level via the 
TGF-β/Smad3 pathway. These results were 
validated on both a rat thyroid cell line 
conditionnaly expressing BRAFV600E and on 
human thyrocytes in primary culture. 
Importantly, the use of antioxidants such as N-
acetyl cysteine (NAC) or specific inhibition of 
NOX4 expression by RNA interference allow 
reinduction of NIS expression. These results, 
which show that ROS produced by NOX4 
inhibit the expression of iodine transporter 
(NIS), establish a link between the oncogene 
BRAFV600E and NOX4. A comparative analysis 
of the NOX4 expression, made from 500 
papillary thyroid cancers mutated or not for 
BRAF (TCGA data), confirms that NOX4 is 
significantly increased in BRAF-mutated 
cancers and that this is correlated with a 
decrease of NIS mRNA. Furthermore, the level 
of NOX4 is inversely related to thyroid 
differentiation score, suggesting that NOX4 
might be involved in the dedifferentiation 
process. This study opens a new opportunity for 
optimizing the use of metabolic radiotherapy in 
the treatment of thyroid cancers refractory to 
radioiodine I131and makes NOX4 as a potential 
therapeutic target. 
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Introduction : 

I. La physiologie de la Thyroïde 

1. Morphologie 

La thyroïde est  une glande endocrine en forme de papillon qui se situe 

sur la trachée, dans la région cervical médiane basse, juste en dessous du 

larynx. Elle est composée de deux lobes latéraux, le lobe droit et le lobe 

gauche, reliés entre eux par un mince corps central dit l’Isthme (Figure 1). La 

thyroïde est une glande de petite taille mesurant environ 4 cm en largeur et 3 

cm en hauteur (pesant entre 15 et 30 g), à peine palpable, en contact avec 

la trachée et l'œsophage en arrière. Les quatre glandes parathyroïdes 

placées sur sa face postérieure jouent un rôle dans le métabolisme 

phosphocalcique [1]. 

 

 

Figure 1: Localisation de la thyroïde chez l’Homme 

 

La fonction endocrine de la glande thyroïdienne est assurée 

principalement par des cellules spécialisées, les thyrocytes ou cellules 

folliculaires, qui représentent plus de 99 % du parenchyme thyroïdien total et 

qui sont impliquées dans la synthèse des hormones thyroïdiennes T3 et T4. Il 
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s'agit de cellules bipolaires (pôle basal et pôle apical) à double 

fonctionnement : exocrine vers la colloïde et endocrine vers la circulation 

sanguine [1]. La thyroïde comporte par ailleurs des cellules claires (cellules C 

ou parafolliculaires ou cellules à calcitonine) responsables de la synthèse et 

de la sécrétion de la calcitonine qui intervient dans la régulation du 

métabolisme phosphocalcique, ainsi que des cellules endothéliale formant la 

paroi des vaisseaux sanguins irrigant la glande thyroïdienne et des fibroblastes 

[1]. 

L’étude histologique de la glande thyroïdienne montre que les 

thyrocytes s’organisent en monocouches de cellules épithéliales polarisées, 

entourant une cavité remplie d’une substance, appelée colloïde, pour former 

des follicules qui constituent l’unité fonctionnelle de la thyroïde (Figure 2). La 

colloïde est une substance visqueuse sécrétée par les thyrocytes et très riche 

en thyroglobuline (Tg) qui est la matrice de l’hormonosynthèse [1]. 

 

Figure 2: Follicule thyroïdien 

 

Les follicules sont d'un diamètre moyen de l'ordre de 200 micromètres 

(30 à 500 µm). On peut distinguer deux aspects du follicule thyroïdien [1] 

(Figure3): 

- Follicules en activité (30 à 50 µm) : avec des cellules folliculaires 

volumineuses et une colloïde réduite contenant des lacunes de 

résorption. Les thyrocytes en activité produisent les hormones 

thyroïdiennes : T3 et T4. 
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- Follicules inactifs (200 à 500 µm): les thyrocytes sont en repos, 

l’épithélium thyroïdien est aplati et la colloïde est importante. 

 

 

Figure 3: Histologie d’une glande thyroïde de mammifère. [A] Structure de follicules 
thyroïdiens à l’état inactif avec de grandes cavités colloïdales et des thyrocytes en 
repos. [B] Structure de follicules thyroïdiens à l’état actif avec des cavités colloïdales 
étroites et des thyrocytes en activité. 

2. Hormones thyroïdiennes  

Le rôle physiologique de la thyroïde est la synthèse des hormones 

thyroïdiennes. Les principaux acteurs impliqués dans l’hormonosynthèse sont: 

1) le transporteur de l’iode ( Sodium/iodide ou Natrium Iodide Symporter 

‘NIS’) situé à la membrane basale du thyrocyte, 2) la thyroperoxydase ou 

peroxydase thyroïdienne (TPO),  3) le système générateur d’H2O2 essentiel à 

l’activité peroxydasique soit la NADPH oxydase Dual Oxidase 2 (DUOX2), 4) la 

matrice de l’hormonogenèse soit la Thyroglobuline (Tg) et 5) les canaux 

potentiels de l’iodure situés au pôle apical du thyrocyte c’est à dire la 

Pendrine, l’AIT (Apical Iodide Transporter) et ANO1 (Anoctamin-1).   

L’expression de ces protéines ainsi que la prolifération et la 

différenciation des thyrocytes sont sous le contrôle de la TSH ‘Thyroid 

Stimulating Hormone’ via son récepteur ‘R-TSH’. Un adressage différentiel des 

acteurs de l’hormonosynthèse vers la membrane apicale ou basale de la 

cellule est nécessaire pour la synthèse des hormones thyroïdiennes. En effet, 

le R-TSH et le NIS se localisent au niveau de la membrane basale en contact 

[A] [B] 
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avec la circulation sanguine tandis que la TPO, enzyme catalysant la 

biosynthèse des hormones, et la NADPH oxydase DUOX2 se localisent au 

niveau de la membrane apicale en contact avec la colloïde. La 

thyroglobuline (Tg) est quant à elle secrétée et stockée dans la cavité 

contenant la colloïde. 

2.1 La Biosynthèse des hormones thyroïdiennes et 
l’organification de l’iode  

La synthèse des hormones thyroïdiennes commence par la captation 

de l’iodure (I-) à partir de la circulation sanguine au moyen d’un transporteur 

appelé NIS, localisé à la membrane basale du thyrocyte [2]. Une fois à 

l’intérieur du thyrocyte, l’iodure ainsi capté est transporté du cytoplasme vers 

la lumière folliculaire à travers la membrane apicale par transport passif via 

un canal (AIT, Pendrine, ANO1) [3].  

Dans la lumière folliculaire et à la surface apicale du thyrocyte, le 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) produit par la NADPH oxydase DUOX2 active la 

thyroperoxydase (TPO) qui catalyse l’oxydation de l’iodure [4] (Figure 4). 

L’iodure oxydé se fixe alors simultanément en position 5 et/ou 3 sur le radical 

de la tyrosine au niveau des sites hormonogéniques de la thyroglobuline (Tg) 

formant ainsi des dérivés monoiodés (MIT ou 3-monoiodotyrosine) et diiodés 

(DIT ou 3-5-diiodotyrosines), qui sont les précurseurs des hormones 

thyroïdiennes. Ensuite, la TPO activée par l’H2O2 catalyse le couplage de 

deux groupes DIT formant ainsi l’hormone T4 (la Tétra-iodo-thyronine ou 

thyroxine = 3,5,3',5' tétra-iodothyronine), tandis que le couplage entre un 

groupe DIT et un groupe MIT forme l’hormone T3 (tri-iodothyronine) (Figure 5). 

Ainsi les hormones thyroïdiennes T3 et T4 restent liées à la Tg sous forme 

inactive, jusqu’à leur libération dans la circulation sanguine. La thyroglobuline 

iodée est, quant à elle, stockée dans la lumière folliculaire, réservoir à iode et 

à hormones thyroïdiennes [4] (Figure 6). 
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Figure 4: Les principaux acteurs de l’hormonosynthèse et les différentes étapes de 
synthèse des hormones thyroïdiennes  

 

 

 

Figure 5: Processus oxydatif de l'iodation de la thyroglobuline 
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Figure 6: Formation et structure des hormones thyroïdiennes T3 et T4. La première 
étape de la formation des hormones thyroïdiennes est la formation des précurseurs 
MIT (Monoiodotyrosine) et DIT (Diiodotyrosine) via l’iodation de résidus tyrosyls de la 
thyroglobuline (Tg). Ainsi, les hormones T3 et T4 sont formées respectivement par le 
couplage d’une molécule MIT avec une molécule DIT ou de deux molécules DIT. 

2.2 Acteurs de l’hormonosynthèse : 

Tableau 1 : Les acteurs de l’hormonosynthèse thyroïdienne 

 
a. L’iodure élément majeur de la synthèse des hormones 

thyroïdiennes  

L'iode est un élément chimique appartenant au groupe des halogènes, 

de symbole « I » et de numéro atomique 53. L’iode est un oligo-élément 

indispensable à la synthèse des hormones thyroïdiennes T3 et T4 [5]. Le corps 

d'un adulte sain contient 15 à 20 mg d'iode dont 70 à 80% est concentré dans 

Acteur de 
l’hormonosynthèse 

Localisation au niveau du 
chromosome 

Nature et taille de la protéine 

NIS Bras cours du chromosome 
19, position p12-13.2 

Membranaire 
Immature : 70 kDa 
Mature : 90 – 110 kDa 

Duox2 Bras long du chromosome 15 
en position 15.3 

Membranaire 
165 -175 KDa 

TPO Bras court du chromosome 2 
en position 25 

Membranaire 
105 -110 kDa 

Tg Bras long du chromosome 8 Soluble 
660 kDa 
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la thyroïde [6]. L’iode sous sa forme organique (I2) est absorbé au niveau du 

tractus intestinal. En fonction des besoins physiologiques, l’iodure (I-) absorbé 

au niveau de l’estomac et le duodénum, est concentré principalement par 

les thyrocytes et secondairement par les glandes salivaires, le placenta et les 

glandes mammaires [6]. La source principale de l’iode pour l’organisme est 

l’alimentation, en particulier celle comportant crustacés et poissons, ajoutée 

au sel de table supplémenté en iode [7]. La quantité recommandée d’iode 

absorbé par jour dépend de  l'âge, du sexe, et de l’état physiologique de 

l’individu. Chez l’adulte, l’apport journalier optimal doit être de 150 µg. Lors 

d’une grossesse ou pendant l’allaitement, les besoins augmentent à 200 

µg/jour, alors que les besoins d’un enfant sont compris entre 90 et 120 µg 

d’iode par jour [8].  Il existe également une source endogène d’iode résultant 

notamment de la désiodation périphérique et intra-thyroïdienne des 

hormones thyroïdiennes T3 et T4. Chez l'homme, la carence en iode est 

associée à des troubles sévères de la croissance et à divers désordres 

mentaux (crétinisme) qui ont été observés en particulier chez les populations 

éloignées des régions maritimes, notamment en montagne [9]. 

i. Le transporteur basal de l’iode : NIS (Natrium Iodide Symporter)  

Le transport de l’iode de l’interstitium vers le cytoplasme des thyrocytes 

est réalisé grâce au symporteur Sodium/Iodure ou NIS.  La protéine NIS est 

codée par le gène SLC5A5, membre de la famille des gènes SLC5A (pour 

Solute Carrier Family 5A). Ce gène, qui  contient 14 introns et 15 exons, est 

situé au niveau du bras cours du chromosome 19, position p12-13.2 [10]. Le 

NIS humain est une protéine constituée de 643 acides aminés, dont la 

séquence codante a été déterminée et clonée sur la base de son  

homologie avec celle du Rat [11],  dont le clonage a été réalisé en premier à 

partir d’ADNc issus de la ligné cellulaire de rat FRTL5 (Fischer rat thyroid 

line)[12]. 

La structure secondaire proposée de la protéine NIS humaine possède 

13 domaines transmembranaires (I à XIII), avec une extrémité N-terminale 

extracellulaire et une extrémité C-terminale intracellulaire (Figure 7) [13].  
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Figure 7 : Topologie du transporteur sodium/iodure NIS humain. La figure présente la 
structure secondaire du NIS formée de 13 segments transmembranaires avec les trois 
sites de N-glycosylation en position : Asn225, Asn485 et Asn502. Les flèches vertes 
indiquent les extrémités intra ou extracellulaire confirmées expérimentalement.  

 

La protéine NIS peut subir des modifications post-traductionnelles 

comme la glycosylation, et la phosphorylation. L’étape de glycosylation a 

lieu principalement au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et continue 

dans l’appareil de golgi. Elle détermine la trans-localisation membranaire de 

la protéine NIS mature et fonctionnelle [14]. Trois sites de N-glycosylation sur 

des résidus Asparagine ont été caractérisés: Asn225, Asn485 et Asn502 [15, 

16]. Le taux de glycosylation détermine alors la taille de la protéine NIS, qui 

peut être de 70 kDa pour une protéine non ou partiellement glycosylée, 

jusqu’à 90 - 110 kDa pour une protéine hautement glycosylée [16]. Le NIS 

possède également plusieurs sites potentiels de phosphorylation spécifiques 

pour plusieurs kinases. Il s’agit essentiellement de résidus thréonine dont on 

peut énumérer, entre autres: les résidus Thr557 et Thr571 et aussi Thr274 et 

Thr553, cibles des protéines kinases A et C (PKA et PKC) respectivement [17]. 

Une étude chez le rat a identifié de nouveaux sites de phosphorylation sur des 

résidus Serine de la protéine rNIS comme : Ser43, Ser227, Ser581. Ceux-ci ne 

sont pas forcément conservés chez l’homme. Cependant, très peu d’études 

ont été menées sur l’état de phosphorylation du NIS humain [18]. La 



 

 

Introduction Bibliographique 

phosphorylation régule essentiellement la fonction de captation de l’iode du 

NIS, ainsi que sa stabilité conformationnelle et structurale à la membrane 

basale du thyrocyte. Le NIS peut être également régulé négativement. En 

effet, la protéine PBF (Pituitary tumor-transforming gene ‘PTTG’-binding factor) 

en favorisant la rétention intracellulaire du NIS empêche sa régulation post-

traductionnelle  ainsi que son transport à la membrane où il est actif [19-21].  

Le NIS permet le transport actif des ions iodures contre leur gradient 

grâce au flux des ions Na+ dans le sens de leur gradient électrochimique. 

Deux cations de sodium Na+ sont nécessaires pour l’entrée d’un ion iodure I-. 

Ainsi, le NIS utilise la translocation des ions Na+ via le gradient électrochimique 

généré par la pompe Na+/K+ ATPase, pour effectuer le co-transport de l’iode 

lequel, après avoir atteint le cytoplasme, est ensuite transféré à la lumière 

folliculaire par des canaux situés au niveau de la membrane apicale du 

thyrocyte [22] (Figure 8). 

 
 

Figure 8 : Transport de l'iodure vers l'intérieur du thyrocyte. La figure présente un 
schéma explicatif du processus de transport actif de l’iode via le NIS (Natrium Iodide 
Symporter) dans le thyrocyte. Deux cations de sodium Na+ entre simultanément 
qu’un ion iodure I-. Les ions Na+ sont relargués vers l’extérieur du thyrocyte via le 
gradient électrochimique généré par la pompe Na+/K+ ATPase. L’iode absorbé 
traverse le cytoplasme et ensuite il est transféré vers la lumière folliculaire par des 
canaux situés au niveau de la membrane apicale du thyrocyte. 
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En plus des cellules folliculaires de la thyroïde [5], le NIS est également 

exprimé dans plusieurs autres tissus dont les glandes salivaires, la muqueuse 

gastrique et les glandes mammaires en lactation [15]. 

ii. Le transport apical de l’iode : 

Plusieurs canaux ont été décrits dans la littérature pour leur rôle dans 

l’efflux de l’iode à travers la membrane apicale du thyrocyte vers la lumière 

folliculaire. Deux canaux potentiels ont, dans un premier temps été décrits : la 

Pendrine et l’AIT (Apical Iodide Transporter). 

La Pendrine est une glycoprotéine membranaire hautement 

hydrophobe située à la membrane apicale des thyrocytes [23]. Elle 

appartient à la famille des SLC26A, et est codée par le gène SLC26A4 qui est 

localisée sur le chromosome en position 7q21-31 [24]. La Pendrine comporte 

780 acides aminés et contient trois sites de glycosylation extracellulaires sur 

des résidus d’Asparagine [23, 25]. La structure secondaire proposée de la 

Pendrine possède 12 domaines transmembranaires avec les deux extrémités 

N- et C-terminales du côté intracellulaire [26]. Les études fonctionnelles 

initiales de la  Pendrine faites dans des ovocytes de Xenopus ont démontré 

qu’elle peut assurer le transport des ions chlorure et iodure à travers la 

membrane [27]. Plusieurs éléments ont suggéré un rôle dans le transport de 

l’iode au pôle apical : 1- sa capacité à transporter l'iodure, 2- sa localisation à 

la membrane apicale des thyrocytes [23, 28] et 3- un défaut d'organification 

de l’iode observée chez les patients ayant une mutation inactivante dans le 

gène SLC26A4 codant la Pendrine et responsable du syndrome de Pendred 

[28]. Cependant d’autres arguments au contraire indiquent que la Pendrine 

n’est pas essentielle pour ce transport comme, par exemple, l’argument 

soulignant que les souris déficiente pour la Pendrine ont un fonctionnement 

normal de la thyroïde [29].  

L’AIT ou Apical Iodide Transporter est un autre transporteur 

potentiellement impliqué dans le transport apical de l’iode. Il est codé par le 

gène SLC5A8 (chromosome 12q23). L’AIT a été identifié et cloné par Rodrigez 

et Coll, à partir d’ADNc issus de cellules rénales humaines. Sa séquence 
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primaire est composée de 610 acides aminés. De manière intéressante, sa 

structure secondaire présente 70% de similarité avec le NIS [30]. L’étude 

immunohistochmique de tissus thyroïdiens humains a montré une localisation 

apicale au niveau des thyrocytes et l’étude de son activité a mis en 

évidence sa capacité à transporter l’iode. Ces éléments ont conduit à son 

appellation  « Apical Iodide Transporter »  [30, 31]. 

Récemment un autre canal a été identifié. Il s’agit de l’Anoctamin-1 ou 

TMEM16A, (ANO1) un canal dépendant du calcium capable d’exporter 

l’iode à partir de cellules thyroïdiennes.  Il semble que ce canal soit 

principalement celui impliqué dans la libération de l’iode dans la lumière 

folliculaire [32].  

b. La peroxydase thyroïdienne ou la thyroperoxydase (thyroid 
peroxidase : TPO)  

Le gène qui code la TPO humaine est localisé au niveau du bras court 

du chromosome 2 en position 25. La TPO est une hémoprotéine membranaire 

glycosylée d’un poids moléculaire d’environ 105 à 110 kDa. Insérée dans les 

microvillosités de la membrane apicale du thyrocyte, elle est formée d’un 

court segment transmembranaire carboxy-terminal, et d’un long segment N-

terminal extracellulaire orienté vers l’espace colloïdal en contact avec la Tg. 

Le domaine N-Terminal contient cinq sites potentiels de N-glycosylation [33]. 

La protéine TPO possède une zone d’homologie avec la myéloperoxydase 

(MPO) au niveau de son extrémité N-terminale extracellulaire [34], qui 

contient en particulier deux histidines: une proximale : l’Histidine 494 et l’autre 

distale : l’Histidine 239, susceptible de coordonner l’hème de l’enzyme TPO 

[35]. L’hème forme le centre redox ou actif de la TPO qui est composé d’une 

partie organique (4 noyaux pyrroles : la porphine) et d’un ion métallique (le 

fer ferrique : Fe3+) [36]. Par ailleurs, l’incorporation de la molécule de l’hème 

joue un rôle important dans l’adressage de la TPO humaine à la membrane 

apicale [37]. 

Durant le cycle peroxydasique, le transfert des électrons est assuré par 

le centre redox : Fer + Porphyrine symbolisé par [Fe,Po] [36]. Suite à 
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l’oxydation de la TPO par l’H2O2, l’enzyme native [FeIII,Po] perd 2 électrons 

(Figure 9A). Le premier électron est arraché du fer qui passe de l’état ferrique 

(FeIII) à l’oxoferyl (FeIV=O) et le second électron est arraché de la porphyrine. 

Le composé I ainsi formé [FeIV=O,Po˚+] est très instable. Il peut arracher 2 

électrons à un substrat pour reformer la TPO native comme il peut arracher 1 

électron à un substrat pour former un composé II stable [FeIV=O,Po]. En 

présence d’un excès d’H2O2, le composé II peut se transformer en un 

composé III inactif : Oxoferroperoxydase [FeII O2,Po] [38]. Les composés I et II 

actifs de la TPO catalysent l’iodation des résidus tyrosyls de la thyroglobuline 

(Tg) et leur couplage hormonogènique, pour former la T3 et la T4 suite à la 

condensation de deux molécules MIT et DIT ou deux DIT respectivement 

(Figure 9B). 

 

Figure 9 : Le cycle peroxydasique et le couplage hormonogènique des résidus 
tyrosyls. [A] : Oxydation de la TPO par l’H2O2 et formation des composés de la TPO. 
[B] : Les composés I et II actifs de la TPO catalysent l’iodation des résidus tyrosyls de la 
thyroglobuline (Tg) et leur couplage hormonogènique 

  

A

B
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c. Le système générateur d’H2O2 thyroïdien : DUOX2 

L’activité catalytique de la thyroperoxydase requiert le peroxyde 

d’hydrogène [39]. La production d’H2O2 est régulée positivement par la TSH 

[40] et par le calcium [41]. L’enzyme responsable de la production d’H2O2 est 

la NADPH oxydase DUOX2. Le gène qui code la DUOX2 est localisé au niveau 

du bras long du chromosome 15 en position 15.3.  

Les NADPH oxydases ou NADPH oxydoréductases sont des 

flavoprotéines à hème capables d’oxyder le NADPH cytosolique, de 

transférer deux électrons via le co-facteur FAD à deux hèmes 

transmembranaires pour réduire deux molécules d’oxygènes de l’autre côté 

de la membrane et former ainsi de l’anion superoxyde (O2°-) qui lui peut 

dismuter spontanément ou en présence d’une superoxyde dismutase (SOD) 

en peroxyde d’hydrogène (H2O2) [42]. 

NADPH + 2O2                       NADP+ + 2 O2°- + H+ 
2 O2°- + 2H+                      H2O2 + O2 

 

La NADPH oxydase des phagocytes (gp91phox ou Nox2) est la NADPH 

oxydase qui a été identifiée la première. Cette NADPH oxydase joue un rôle 

primordial dans la défense immunitaire innée; et un déficit dans la production 

d’H2O2 par la NOX2 est associée à la maladie granulomateuse chronique [43, 

44] (Figure 10). C’est la plus connue et donc la plus étudiée [45].  
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Figure 10 : Le rôle de NOX2 dans la défense phagocytaire de l'immunité innée [46]. 
Dans des conditions de repos, l'oxydase phagocytaire NOX2, forme avec la p22phox 
un hétérodimère membranaire non-actif connu sous le nom de flavocytochrome 
b558. Après stimulation, les facteurs cytosoliques p67phox, p47phox, p40phox et les 
protéines Rac (Rac1 ou Rac2) sont transférés vers la membrane plasmique et 
associées au flavocytochrome. Cette translocation conduit à la formation d’un 
complexe NADPH oxydase activé. Dans le phagocyte, la génération de ROS par ce 
complexe NOX2 actif conduit à la production d'acide hypochloreux (HOCl) par la 
myéloperoxydase (MPO), ce qui contribue à la destruction des bactéries. 

Au début des années 2000 six homologues ont été découverts. Ces 

protéines constituent dorénavant la famille des NOX/DUOX composée de 7 

membres: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 et DUOX2 (Figure 11) 

[47]. Les cinq NOXs : NOX1, NOX2 (ou gp91phox), NOX3, NOX4 et NOX5 sont 

des protéines à six segments transmembranaires. Les deux DUOXs : DUOX1 et 

DUOX2, identifiées en premier lieu dans la thyroïde et clonées respectivement 

par De Deken et al [48] et Dupuy et al [49], se différencient des autres 

membres de la famille par la présence d’un septième domaine 

transmembranaire suivi d’un large domaine N-terminal extra-cellulaire 

présentant une homologie avec la TPO (région TPO-like), d’où le nom de 

DUOX pour dual oxydase faisant référence à une dualité d’homologie avec 

la fois les NADPH oxydases et les peroxydases. Les protéines NOX5, DUOX1 et 

DUOX2 possèdent des sites potentiels de liaison du calcium dites EF-hand, 

impliqués dans la régulation de la génération de l’H2O2 [46] (Figure 11).  

2O2 

2O2•- 

H2O2 
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Figure 11 : La famille des NADPH oxydases (NOXs/DUOXs) [46]. DUOX1: Dual-oxydase 
1, DUOX2: Dual-oxydase 2, FAD: Flavine adénine dinucléotide, DUOXA: Dual Oxidase 
Activator, NOXA: NADPH Oxidase Activator, NOXO: NADPH Oxidase Organisator, 
p22phox, p40phox, p47phox, p67phox. P : protéine. 22-40-47-67 : masse moléculaire prédite 
en kDa. 

 

Les NADPH oxydases : NOX1, NOX2 et la NOX3 ont besoin de 

partenaires cytosoliques pour s’activer (NOXA1 et NOXO1 pour NOX1et 

NOX3 ; p40phox, p47phox et p67phox pour NOX2). Par ailleurs, NOX2, NOX4 et les 

deux DUOXs requièrent des partenaires membranaires pour leur activité et 

leur maturation (p22phox pour NOX2 et NOX4 ; DUOXA1 et DUOXA2 pour 

DUOX1 et 2, respectivement) (Tableau 2).  
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Tableau 2: La distribution tissulaire et les fonctions de la famille de la NADPH oxydase 
[46]. 

 

NOX1 est également connu sous oxidase1 mitogene parce que sa première fonction 
identifiée était dans la croissance cellulaire. NOX4 est également nommé Renox 
(oxydase rénale) car elle a été identifiée la première fois dans le rein. Les Duoxs sont 
appelées aussi Thox (thyroïde-oxydase), car elles ont été identifiés la première fois 
dans la glande thyroïde. Immature * désigne des protéines en l'absence de leur 
facteur de maturation. Mature ‡ se réfère à des protéines en présence de leur 
facteur de maturation. DUOX: dual-oxidase; H2O2: le peroxyde d'hydrogène; NA: 
noot applicable; NOX: la NADPH oxydase; O2 • -: l'anion superoxyde. 

Les NADPH oxydases sont exprimées dans une grande variété de tissus 

où elles régulent la fonction cellulaire à un niveau moléculaire via une 

réaction d’oxydo-réduction [46]. A travers leur capacité de générer les ROS 

(reactive oxygen species), les NOXs jouent un rôle dans diverses fonctions 

physiologiques: défense immunitaire, régulation de la pression artérielle, 

signalisation et prolifération cellulaire…etc (Tableau 2).  

La thyroïde exprime 3 NOXs ainsi que leurs partenaires : DUOX1 et son 

facteur de maturation DUOXA1, DUOX2 et son facteur de maturation 

DUOXA2 ainsi que NOX4 et la protéine p22phox. Parmi les deux DUOXS, DUOX2, 

est considérée comme la forme dominante au niveau de la thyroïde [46]. Le 

rôle physiologique de DUOX1 dans la thyroïde reste inconnu à ce jour. En 

revanche le rôle physiologique de DUOX2 dans la biosynthèse des hormones 

thyroïdiennes est démontré par l’identification de patients souffrant 

d’hypothyroïdie due à des mutations du gène DUOX2 [50] (Tableau 2). Par 

ailleurs, aucune fonction physiologique n’est également attribuée jusqu’à 

maintenant à la NADPH oxydase NOX4 dans la thyroïde. 
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d. La Thyroglobuline (Tg) et ses sites hormonogèniques 

Le gène qui code pour la thyroglobuline humaine (Tg) est localisé au 

niveau du bras long du chromosome 8. Il code pour une protéine de 2749aa. 

Il s’agit d’un homodimère glycoprotéïque soluble de 660 kDa. La Tg, 

constituée de deux sous-unités de 330 kDa, est une protéine spécifique de la 

thyroïde. Elle est stockée dans la lumière folliculaire où elle constitue jusqu’à 

95% des protéines de la colloïde [51]. La Tg est une pro-hormone qui contient 

des résidus tyrosines (Tyr) susceptibles d’être iodées. Elle contient des 

séquences consensus qui peuvent favoriser l’iodation notamment: Glu/Asp-

Tyr, et Ser/Thr-tyr-Ser qui favorisent respectivement la formation de T4 et T3 

après le couplage de certains résidus tyrosines iodés [52]. Lamas L. et Col., ont 

identifié les sites hormonogéniques sur le monomère de la thyroglobuline 

humaine [52]. En fait, 14 acides aminés iodés sur résidus tyrosine, ont été 

localisés sur la structure primaire de la Tg, dont 5 sont des iodothyronines (T4 et 

T3), et 9 sont des iodotyrosines (MIT et DIT). Sur l’ensemble des résidus tyrosine 

iodés, les Tyr130-847-1447 sont des résidus dits donneurs c’est à dire susceptibles 

de donner leur iodotyrosines aux résidus Tyr5-685-2553 dits accepteurs, aussi 

nommés sites hormonogéniques, pour former les iodothyronines [52].  

La Tg assure également le stockage de l’iode et des HT, ce qui permet 

à la thyroïde d’assurer un fonctionnement normal et donc de lui conférer un 

état dit euthyroïdien et par la même de compenser une éventuelle 

déficience alimentaire en iode [1]. 

2.3 Régulation de l’hormonosynthèse: 

La fonction de la glande thyroïde dépend principalement de 

l'hypothalamus, de l'hypophyse et de l'apport en iode.  

Le contrôle hypothalamo-hypophysaire de la synthèse des hormones 

thyroïdiennes est assuré par l’hormone hypophysiotrope (TRH : thyrotropin-

releasing hormone), synthétisée au niveau de l’hypothalamus, qui stimule 

après sécrétion la synthèse d’une autre hormone dite l’hormone thyréotrope 

(TSH : Thyréostimuline ou Thyroid stimulating hormone), au niveau de 

l'hypophyse antérieure (Figure 12). D’une part, une diminution de la 
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concentration plasmatique des hormones thyroïdiennes entraîne, sous l'action 

de TRH, une potentialisation de la sécrétion de la TSH qui participe à la 

régulation transcriptionnelle de l’expression des principaux acteurs de la 

biosynthèse des hormones thyroïdiennes, via la liaison spécifique de la TSH à 

son récepteur R-TSH. Néanmoins cette régulation transcriptionnelle peut se 

faire indépendamment de l’action TSH, via des facteurs de transcription 

comme Nkx-2.1 (aussi connu comme TTF-1), FOXE1 (connu comme TTF-2) et 

Pax8 [53, 54]. D’autre part l’iode joue également un rôle autorégulateur sur sa 

propre captation par les thyrocytes ainsi que sur la synthèse des hormones 

thyroïdiennes. Cependant, les mécanismes de ces effets régulateurs 

demeurent encore mal connus et complexes. 

 

Figure 12: Contrôle hypothalamo-hypophysaire de la fonction thyroïdienne 

a. Régulation transcriptionnelle:  

i. Régulation transcriptionnelle via le R-TSH 

Le gène qui code le récepteur de la TSH (R-TSH) est localisé au niveau 

du bras long du chromosome 14. Il code une protéine de 764 acides aminés. 

Le R-TSH est un récepteur couplé à la protéine G, partageant la même 

structure classique de la famille des récepteurs serpentine, avec sept 

segments transmembranaires et un domaine amino-terminal extracellulaire 
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volumineux contenant six sites potentiels de N-glycosylation. Ce dernier 

détermine la spécificité de liaison hormonale du récepteur au ligand TSH  [55, 

56], tandis que le couplage à la protéine G se fait par la partie carboxy-

terminale intracellulaire.   

La TSH joue un rôle majeur dans la physiologie thyroïdienne. En se liant à 

son récepteur, elle induit l’activation de plusieurs voies de signalisation dont la 

voie de l’AMP cyclique (AMPc), et la voie de la phospholipase C (PLC) [57]. 

L’activation de la voie AMPc, se fait par l’intermédiaire de la protéine 

Gs, qui active l’adénylate cyclasse, laquelle engendre une augmentation de 

la concentration intracellulaire en AMPc [58]. La cible connue du nucléotide 

cyclique est la protéine kinase A (PKA) de type R2C2. La liason de l’AMPc aux 

sous-unités régulatrices R permet la libération des sous-unités catalytiques C 

alors activées. La voie AMPc induit en particulier l'expression du gène SCL5A5 

codant le NIS [59], en promouvant notamment la phosphorylation par la PKA 

d’un facteur de transcription de la famille CREB qui va réguler la transcription 

du gène en se fixant à un élément de réponse de type CRE (cAMP response 

element) situé dans la partie « enhancer » de la région promotrice du gène, 

dite NUE (NIS Upstream Enhancer). La TSH contrôle l’expression non seulement 

du gène codant le NIS mais aussi celle des autres marqueurs de 

différenciation thyroïdienne tel que la thyroglobuline (Tg), la thyroperoxydase 

(TPO) et le récepteur TSH (TSHR). 

Quant à la deuxième voie de signalisation par la phospholipase C 

(PLC), il a été observé in vitro avec des thyrocytes humains qu’elle est activée 

avec une concentration en TSH 10 fois plus élevée que celles favorisant 

l’activation de la voie AMPc.  L’activation de la voie des phospho-inositides 

se fait via la sous-unité α de la protéine Gq/11 qui va à son tour activer la 

PLC-β. Ceci conduit à la formation de seconds messagers : le DAG 

(Diacylglycerol) [60] et l’IP3 (inositol 1,4,5-triphosphate [61, 62] ce qui entraîne 

la libération de calcium du réticulum endoplasmique (RE). Cette voie régule 

notamment l’exocytose et la production d’H2O2.  
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ii. Régulation transcriptionnelle via des facteurs de transcription 

Les facteurs de transcription TTF-1 (Thyroid Transcriptional Factor 1, 

NKX2-1), TTF-2 (Thyroid Transcriptional Factor 2, FOXE1), PAX8 (Paired box 8) et 

plus récemment HHEX (Haematopoietically-expressed homeobox protein), 

exprimés simultanément dans la thyroïde, ont été montré être impliqués 

collectivement dans la régulation de la fonction et du développement de la 

glande thyroïde [63]. TTF-1 et PAX8 sont les plus étudiés pour leurs rôles 

fonctionnels dans la régulation de l’expression des gènes impliqués dans la 

biosynthèse des hormones thyroïdiennes, comme : NIS, Tg, TPO et R-TSH [53]. 

Les promoteurs des gènes de la Tg et de la TPO présentent notamment trois 

sites de liaison pour TTF-1, et un seul site de liaison pour PAX8 [64]. Par ailleurs, 

PAX8 est impliqué dans la régulation transcriptionnelle du gène NIS de rat [65, 

66].  

b. Autorégulation de la captation de l'iode 

L’iodure peut avoir un double effet sur la synthèse des hormones 

thyroïdiennes : il est activateur à faible concentration et inhibiteur à forte 

concentration. En 1948, J. Wolf et I.L. Chaikoff , ont observé que 

l’augmentation d’iodure plasmatique bloque transitoirement son 

organification et donc la synthèse des hormones  [67]. Ce processus est 

connu comme l’effet Wolff-Chaikoff. Depuis, certaines cibles de l’iodure ont 

été identifiées. Corvilain B et Col., ont montré que l’excès d’iodure inhibe la 

génération d’H2O2 stimulée par la TSH dans des coupes de thyroïde de chien 

[68]. Plus tard, Morand S et Col., ont montré que cet effet se faisait par une 

régulation négative de l’expression de la forme mature de la NADPH oxydase 

DUOX2, responsable de la production d’ H2O2 [69].  

2.4 Sécrétion et transport des hormones thyroïdiennes 

Pour que les hormones thyroïdiennes exercent leur fonction au niveau 

de l’organisme, elles doivent être libérés de la Tg et sécrétées dans la 

circulation sanguine pour agir au niveau de leurs cibles tissulaires 

périphériques. Selon le besoin physiologique de l’organisme humain, environ 
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100 µg d’hormones sont secrétées par la thyroïde tous les jours. Les hormones 

thyroïdiennes sont majoritairement secrétées sous forme de T4, alors que 

seulement 10 % est secrétée sous forme de T3 [70]. 

La Tg mature contenant les hormones thyroïdiennes stockée dans la 

colloïde, est internalisée sous l’action de la TSH dans le thyrocyte, par un 

mécanisme d’endocytose. Les vésicules d'endocytose fusionnent ensuite 

avec les lysosomes, et la protéolyse de la Tg-(T3 -T4), par des enzymes 

lysosomiales, permet la libération des hormones thyroïdiennes (T3 et T4) ainsi 

que les residus MIT et DIT dans la circulation sanguine. Le squelette peptidique 

de la Tg est ensuite dégradé dans les lysosomes. Les iodotyrosines (MIT-DIT) 

sont désiodées par des iodotyrosines déshalogénases microsomales 

(DEHAL1), permettant ainsi le recyclage des ions iodures dans le thyrocyte 

[71]. 

Les hormones thyroïdiennes sont des hormones généralement 

lipophiles, quasiment insolubles dans l’eau. Une fois libérées dans la 

circulation sanguine, elles sont très rapidement liées à des protéines sériques 

pour être transportées vers leurs cibles tissulaires. La partie majoritaire de ces 

hormones se lient à la Thyroxin-Binding Globulin (TBG) qui transporte 70 % des 

hormones thyroïdiennes, alors que 10% à 15% se lient à la transthyretine (TTR) 

ou Thyroxin Binding Prealbumine (TBPA), puis vient l’albumine qui présente 

une affinité beaucoup plus faible. Cependant seule une concentration de 0,5 

% des hormones thyroïdiennes secrétées se trouve sous forme libre dans la 

circulation [72]. 

2.5 Métabolisme des hormones thyroïdiennes 

La thyroïde secrète majoritairement de la thyroxine (T4). Néanmoins la 

3,3’,5-tri-iodothyronine (T3) est la forme active des hormones thyroïdiennes qui 

se lie activement aux récepteurs nucléaires des cellules cibles [73]. Le 

métabolisme des hormones thyroïdiennes est donc déterminé par la 

concentration intracellulaire en T3 qui dépend de trois différents paramètres, 

la concentration en T3 dans la circulation sanguine, le transport des hormones 

thyroïdiennes à travers la membrane cytoplasmique des cellules cibles et le 
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processus de la désiodation de la pro-hormone T4 en T3, en présence des 

iodothyronine désiodases.  

Trois désiodases ont été caractérisées comme des séléno-protéines 

homologues : la 5' désiodase de type I (iodothyronine désiodase I ou D1), la 

5'désiodase de type II (iodothyronine désiodase 2 ou D2) et la 5'désiodase de 

type III (iodothyronine désiodase 3 ou D3). Ces trois iodothyronines désiodase 

se distinguent par leur distribution tissulaire, leur spécificité catalytique, et leur 

fonctions physiologiques [74, 75]. En général, la D1 et la D2 sont des enzymes 

activatrices, dont le rôle principal est la conversion de T4 en T3 active. Alors 

que la D3 catalyse la dégradation ou bien l’inactivation de T4 en T3 inverse 

(rT3), ainsi que la T3 en 3,3’T2 [76] (Figure 13). 

 

 
 
 

Figure 13 : Les réactions de bases des trois désiodinases D1, D2 et D3 

3. Rôle des hormones thyroïdiennes 

Les principaux effets des hormones thyroïdiennes se produisent par 

l'intermédiaire des récepteurs nucléaires qui induisent des changements dans 

l'expression des gènes cibles. Bien que les hormones thyroïdiennes soient 

secrétées sous deux formes Térta-iodothyronine (T4) et Tri-iodothyronine (T3), 

cette dernière, étant la forme active, se lie aux récepteurs d’hormones 
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thyroïdiennes (TRs). Il s’agit de deux isoformes différentes: TRα et TRβ. 

L'isoforme TRα est fortement exprimée dans le tissu cardiaque, les muscles et 

les tissus adipeux, alors que l'isoforme TRβ est principalement exprimée dans le 

foie. Les TRs agissent comme des facteurs de transcription dépendants du 

ligand, contrôlant l’expression de gènes impliqués dans plusieurs fonctions 

physiologiques régulées par les hormones thyroïdiennes.  

Les Hormones thyroïdiennes sont indispensables au métabolisme 

général de l’organisme, elles participent à la régulation de la consommation 

de l’énergie et la thermorégulation facilitant la thermogenèse adaptative 

[77]. Le métabolisme du glucose est également influencé par le taux des 

hormones thyroïdiennes, leur l'excès engendre une action hyperglycémiante, 

due à la stimulation de la production de glucose au niveau hépatique, ainsi 

que la réduction, en partie, du taux d'insuline secrété et accélération de sa 

dégradation. Ce déséquilibre glycémique permet de suspecter un rôle 

diabétogène aux hormones thyroïdiennes [78]. Par ailleurs, ces hormones 

agissent sur les mécanismes clés du métabolisme des lipides, régulant à la fois 

la lipolyse et la lipogenèse [79], et participant également à la réduction du 

taux de cholestérol, via une stimulation de l'expression du récepteur des 

lipoprotéines à basse densité (LDL-R) dans le foie [80]. 

Aussi, les hormones thyroïdiennes jouent un rôle critique dans le 

développement et la maturation du système nerveux central (SNC) du fœtus 

[81]. Cette fonction est assurée par les dérivés de la tyrosine de la mère 

traversant librement la barrière placentaire,  avant que la thyroïde du fœtus 

n’acquière son autonomie. Les hormones thyroïdiennes agissent sur la mise en 

place des connexions neuronales et la stabilisation des contacts synaptiques, 

et favorisent également la myélinisation des neurones pour la maturation du 

SNC, qui continue jusqu’aux premiers mois de la vie post-natale [82, 83]. 

Néanmoins, la croissance et le développement du fœtus pendant la période 

intra-utérine, est normale grâce à l’apport maternel en T3 et T4. Durant la 

période postnatale, la croissance de l’organisme reste étroitement 

dépendante des hormones thyroïdiennes. D’ailleurs le bon fonctionnement 

de la thyroïde d’enfant devient indispensable à la maturation osseuse et 
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l’ossification du cartilage par l’action direct de ces hormones [84], ou 

indirectement en agissant en synergie avec l'hormone de croissance (GH), 

dont elles favorisent la sécrétion. Les hormones thyroïdiennes potentialisent 

également l’effet de l’insulin-like growth factor-1 (IGF-1) [85]. 

4. Les pathologies de la thyroïde : 

La thyroïde peut être le siège de plusieurs pathologies telles que 

l’hyperthyroïdie, l’hypothyroïdie, l’auto-immunité et le cancer.  

Les cancers de la thyroïde sont les cancers endocriniens les plus 

fréquents à prédominance féminine, dont une augmentation alarmante a 

été enregistrée récemment. La prise en charge des cancers de la thyroïde, 

diagnostic et traitement par l’iode radioactif, est possible grâce à l’expression 

fonctionnelle du symporteur NIS dans les tumeurs primaires et les métastases. 

L’expression du système d’organification de l’iode par les cellules 

thyroïdiennes cancéreuses favorise également la rétention de l’iode 

radioactif dans les tumeurs permettant ainsi leur éradication par 

radiothérapie métabolique. Cependant, la transformation des thyrocytes est 

souvent associée à une dédifférenciation (perte de l’expression des acteurs 

de l’hormono-synthèse y-compris le NIS) [86], aboutissant à une résistance aux 

traitements par la radiothérapie métabolique. Ainsi la compréhension des 

mécanismes moléculaires de la dédifférenciation, qui sont encore mal 

connus, permettra une meilleure prise en charge des cancers thyroïdiens 

résistants. 

II. Carcinome thyroïdien 

1. Généralités : 

Généralement, lorsqu’une tumeur est bénigne, on parle d’adénome, 

qui est présentée dans la plupart des cas par des petits nodules thyroïdiens, 

chauds ou froids selon la capacité de leurs cellules à concentrer l’iode 

radioactif [87]. Dans le cas de tumeurs malignes, il s’agit donc de carcinomes 

thyroïdiens. 



 

 

Introduction Bibliographique 

Les tumeurs de la thyroïde peuvent être divisées en tumeurs primaires et 

secondaires ou rarement métastatiques. Les tumeurs thyroïdiennes 

proviennent généralement des cellules épithéliales folliculaire de la thyroïde 

[88]. Une classification histologique des tumeurs épithéliales selon 

l’organisation mondiale de la santé (OMS) est indiqué dans le tableau 3 [89].  

Tableau 3 : Classification des tumeurs épithéliales de la thyroïde selon l’Organisation 
mondiale de la santé (OMS) [88-90] 

 

Tumeurs 

Epithéliales 

Origine cellulaire Type de Carcinome 

 

Thyrocytes (Cellules 

folliculaires) (99%) 

Carcinomes Papillaires (PTC) (> 80%) 

Carcinomes vésiculaires ou folliculaires (FTC) 

 (5 - 10%) 

Carcinomes anaplasiques ou indifférenciés (ATC)  

(< 5%) 

Cellules C ou para-

folliculaires (1%) 

Carcinomes médullaires (2%) 

 
1.1 Classification histologique des cancers thyroïdiens : 

Les carcinomes thyroïdiens représentent 1 % de la totalité des cancers 

[88, 91]. Ces cancers sont à prédominance féminine et touchent 2 femmes 

sur un homme [88]; et les hormones sexuelles femelles semblent favoriser cette 

susceptibilité [92, 93]. 

La plupart des cancers de la thyroïde se développent en trois types 

principaux : les cancers papillaires thyroïdiens (PTC) et les cancers folliculaires 

thyroïdiens (FTC) qui sont des cancers dits différenciés et les cancers 

anaplasiques thyroïdiens (ATC) qui sont des cancers indifférenciés. Quant aux 

cancers médullaires de la thyroïde (MTC), ils proviennent des cellules para-

folliculaires de la thyroïde ou cellules (C) [88] (Tableau 3). 

Dans ce chapitre (II), je ne détaillerai que les cancers thyroïdiens de 

souche folliculaire puisque mon sujet de thèse ne concerne que les cancers 

papillaires, formes les plus fréquentes de ces cancers. 
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a. Cancers de la thyroïde d’origine folliculaire 

A travers le monde, le taux l’incidence standardisé du cancer 

thyroïdien, entre 1998 et 2002, a augmenté de 5 fois chez l’homme et de 10 

fois chez la femme [94].  En France, l’incidence totale est passée de 1,1 cas 

pour 100 000 personnes en 1980 à 5,5 cas en 2012 chez l’homme et de 2,8 cas 

pour 100 000 en 1980 à 13,8 cas en 2012 chez la femme [95]. Quant au 

Maroc, selon le registre des cancers du grand Casablanca (2005 – 2007) et 

de Rabat (2006 2008), le cancer de la thyroïde chez les femmes est classé 

respectivement en 3ème et 6ème rang (6,7 et 3,9 par 100 000 personnes). 

Les nodules thyroïdiens sont des tumeurs très fréquentes provenant des 

cellules folliculaires de la thyroïde (Thyrocyte), et l’utilisation de méthodes de 

détection plus sensibles révèle la présence de nodules dans la thyroïde d’une 

personne sur deux.  Heureusement, environ 95 % de ces nodules, sont des 

tumeurs bénignes et seulement 5 % sont susceptibles d’évoluer vers des 

tumeurs malignes [96].   

i. Les cancers papillaires de la thyroïde (PTC) : 

Les cancers papillaires de la thyroïde qui représentent plus de 80% des 

cancers thyroïdiens, sont des tumeurs malignes d’origine épithéliales, de 

souche folliculaire et classés selon leurs caractéristiques morphologiques. Ces 

tumeurs peuvent être multifocales, avoir des structures papillaires et/ou 

folliculaires (vésiculaire), et ils comportant des modifications nucléaires 

caractéristiques. Leurs noyaux sont  vitreux, grands, pâles,  irréguliers et fendus 

avec des pseudo-inclusions [97]. Ces caractéristiques nucléaires constituent 

un marqueur de diagnostic spécifique des cancers papillaires (PTCs), même si 

l'architecture est entièrement vésiculaire [98]. Ces tumeurs se présentent 

comme des nodules blanchâtres infiltrants ou encapsulés (figure 14). Ils 

peuvent se propager par voie lymphatique vers les ganglions lymphatiques 

locorégionaux, mais les invasions vasculaires sont rares [97]. Donc 

relativement très peu de métastases à distance ont été enregistrées pour ce 

type de cancers (5 à 7% au moment du diagnostic) [98]. Le cancer de type 

papillaire de la thyroïde (PTC) est d’évolution lente, et très souvent découvert 
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à un stade précoce. Il apparait le plus fréquemment chez des patients dont 

l’âge est entre 20 et 50 ans, avec un pronostic généralement meilleur chez les 

patients de moins de 45 ans et chez les femmes. Pour les personnes de plus 

de 45 ans les lésions sont plus grandes avec une infiltration plus importante, 

des invasions extra-thyroïdiennes, des métastases à distance, une invasion 

vasculaire et une histologie peu différenciée.  

   

Figure 14: Aspect microscopique du cancer thyroïdien papillaire [99]. La figure 
montre une vue microscopique d’une coupe de tissu cancéreux issu d’un cancer 
papillaire de la thyroïde (PTC), après coloration à l’Hématoxine & Eosine (H&E) au 
grossissement x200. 

Les cellules, de ce type de cancers, conservent généralement leur 

structure glandulaire d’origine et continuent de fixer l’iode, pour cette raison 

les PTCs sont des cancers dits différenciés [100]. Dans ces carcinomes 

différenciés, on retrouve souvent des cellules tumorales autour d’un noyau 

fibrovasculaire. Deux variantes dans ce type de cancer ont été identifiées : 1/ 

La variante classique qui est la plus répandue, elle se caractérise par la 

présence de papilles. Ils sont le plus souvent invasifs et dépourvus de capsule. 

Ils sont kystiques ou multifocaux respectivement dans 10% et 25 à 30% des cas 

[101]. 2/ les variantes de structure vésiculaire qui possèdent une architecture 

entièrement vésiculaire, ressemblent aux carcinomes folliculaires, mais avec 

des caractéristiques nucléaires des PTCs. Elles se développent généralement 

à partir de nodules pré-existants et environ le un tiers d'entre elles est 

encapsulé [101].   

  

Forme de papille 
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ii. Les cancers folliculaires de la thyroïde (FTC) : 

Les cancers folliculaires représentent de 5 à 15% des cancers 

thyroïdiens. Il s’agit des tumeurs épithéliales maligne avec une différentiation 

folliculaire mais qui ne représentent pas les caractéristiques des noyaux 

papillaires [89].  

Les carcinomes folliculaires sont des tumeurs à croissance lente dont la 

majorité est sous forme de cancers encapsulés avec une légère invasion de 

cette capsule [99]. Les cancers de cette catégorie ont un aspect 

histologique très similaire à la structure des adénomes folliculaires et ils 

causent rarement des métastases à distance.  

Dans les FTCs, les thyrocytes gardent leur aspect folliculaire ou 

vésiculaire (Figure 15). C’est un cancer dit également différencié, assez 

fréquent dans les régions carencées en iode qui survient généralement chez 

les individus atteignant la cinquantaine.  

 

Figure 15: Aspect microscopique du cancer thyroïdien folliculaire [99]. La figure 
montre une vue microscopique d’une coupe de tissu cancéreux issu d’un cancer 
folliculaire de la thyroïde (FTC), après coloration l’Hématoxine & Eosine (H&E) au 
grossissement x200 

iii. Les cancers anaplasiques de la thyroïde (ATC) : 

Les cancers anaplasiques ou indifférenciés correspondent à moins de 

5% des cancers de la thyroïde [89]. Ils surviennent le plus souvent chez des 

personnes de 3ème et 4ème âge, et 70% des patients sont des femmes [102].  

Plus de 50% des carcinomes anaplasiques évoluent à partir d’un carcinome 

différencié (papillaire ou folliculaire) [97]. Ils sont très invasifs et forment des 

Forme de follicule 
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métastases pulmonaires, osseuses et lymphatiques (locales et distantes). 

L’évolution est rapide et les chances de  survie sont très faibles. Ils sont alors 

de très mauvais pronostic. Au moment du diagnostic, la maladie s’est 

généralement propagée de telle manière qu’elle est incurable avec une 

durée moyenne de survie d’environ 6 mois après diagnostic [103] (figure 16). 

  

Figure 16: Aspect microscopique de deux types de cancer thyroïdien anaplasiques 
[99]. La figure montre une vue microscopique de coupes de deux tissus cancéreux 
issus de cancers anaplasiques de la thyroïde (ATC), après coloration Hématoxine & 
Eosine (H&E) au grossissement x200. 

Ces cancers gardent peu de ressemblance histologique avec la 

structure folliculaire d’une thyroïde normale et leurs cellules conservent peu 

de propriétés des cellules folliculaires normales. Ces tumeurs, très virulentes, 

n’exprimant plus le NIS ni le système d’organification de l’iode ne répondent 

plus à la radiothérapie métabolique et sont souvent fatales [99, 102].  

Le carcinome peu différencié comporte certaines ressemblances 

morphologiques et comportementales avec les carcinomes bien différenciés, 

comme les carcinomes papillaires et folliculaires. Cela suggère un état 

cancéreux intermédiaire susceptible d’évoluer vers un état plus agressif 

indifférencié ou anaplasique dont les mécanismes restent mal connus [86]. 
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1.2 La Prise en charge clinique des cancers de la 
thyroïde d’origine folliculaire: Diagnostic et traitement 

a. Diagnostic :  

Le cancer de la thyroïde est souvent sous forme de nodule 

asymptomatique durant ses premiers stades de développement, détecté 

seulement par palpation. À mesure que la tumeur grossit, le nodule devient 

visible sous forme d’un gonflement à l’avant du cou. Le dosage des 

hormones thyroïdiennes (T3 et T4) et de la TSH permet de déceler 

d’éventuelles anomalies thyroïdiennes. L’échographie cervicale permet 

d’identifier le nombre des nodules, leurs tailles et dimensions. La scintigraphie 

réalisée après administration de l’iode radioactif (I125) à faible dose distingue 

les nodules dits chauds ou froids, selon qu’ils fixent ou non l’isotope radioactif. 

b. Traitement des cancers thyroïdiens d’origine folliculaire :  

iv. Chirurgie : 

Après un diagnostic positif de la tumeur, la chirurgie est le traitement le 

plus couramment utilisé pour le cancer de la thyroïde. Au cours de 

l’intervention, on procédera à l’ablation totale ou partielle de la thyroïde 

(Thyroïdectomie totale ou partielle) selon l’examen de la biopsie.  

v. Traitement à l'iode radioactif  

Le traitement des cancers de la thyroïde par de fortes doses de l’iode 

radioactif est effectué à l’hôpital, en isolement dans une chambre privée où 

le patient séjourne 2 ou 3 jours. L’iode 131 (I131), isotope de l’iode dont le 

nombre de masse est égal à 131, est communément utilisé car il possède une 

courte demi-vie (8 jours), au lieu de 42 jours pour l’isotope I125. Les cellules 

thyroïdiennes cancéreuses différenciées, captent l’iode radioactif grâce au 

symporteur NIS. L’émission locale des rayonnements (90% β et 10 γ) détruit 

toutes ces cellules qui ont fixé l’I131. 
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vi. Radiothérapie externe  

On a moins souvent recours à la radiothérapie externe qu’au 

traitement à l’iode radioactif pour le cancer de la thyroïde. La radiothérapie 

externe peut être indiquée dans les cas de cancer avancé de forme 

papillaire ou folliculaire ou lorsqu’une tumeur de type anaplasique ne peut 

être enlevée par voie chirurgicale. 

vii. Chimiothérapie  

Les chimiothérapies n’ont pas prouvé leur efficacité dans le traitement 

des cancers thyroïdiens différenciés et leur bénéfice sur la survie n’est pas 

démontré. Ce type de traitement doit être envisagé uniquement en cas de 

développement incontrôlable après échec de toutes les autres possibilités de 

traitement. La réponse espérée est au mieux une réponse partielle et 

transitoire dans 20 % des cas en utilisant la doxorubicine seule ou en 

association avec le cisplatine, sans qu’il ait été montré un allongement de la 

survie. Un certain nombre d’essais thérapeutiques par des molécules anti-

angiogéniques  et par des anti-tyrosines kinase sont en cours d’évaluation 

[104-106].  

viii. Hormonothérapie ou hormonosubstitution 

Vu le rôle important que jouent les HT dans l’organisme, le traitement 

des cancers de la thyroïde est toujours associé à une hormonsubstitution (LT4 : 

Lévothyroxine) pour remplacer celles qui étaient produites auparavant par la 

thyroïde et empêcher des altérations du métabolisme contrôlé par les 

hormones thyroïdiennes. 

2. Altérations génétiques et anomalies 
moléculaires des cancers thyroïdiens 

D’une manière similaire à plusieurs autres cancers solides, les cancers 

thyroïdiens peuvent être également initiés par des altérations génétiques ou 

des changements épigéniques affectant l’expression de différents 

oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs [107, 108]. De ce fait, le 
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diagnostic moléculaire des cancers de la thyroïde a connu un avancement, 

qui a pu fournir des stratégies de traitement personnalisé et plus efficace. 

Les altérations génétiques ou anomalies moléculaires les plus détectées 

dans le cas des carcinomes thyroïdiens affectent essentiellement la voie 

MAPK  (RAS/RAF/MEK/ERK) [90, 109], mais aussi la voie PI3K/AKT [109, 110]. Des 

réarrangements chromosomiques donnant naissance à des protéines de 

fusion oncogéniques, ou des mutations  ponctuelles au niveau d’oncogènes 

tels que RAS et BRAF sont à l’origine d’une activation constitutive de ces voies 

de signalisation cellulaires. 

2.1 Les réarrangements chromosomiques 

a. Les réarrangements RET/PTC 

RET est un récepteur transmembranaire à activité tyrosine kinase (RTK) 

dont la stimulation est dépendante de sa liaison à un ligand. La 

phosphorylation de certains résidus tyrosines engendre la transduction de 

signaux cellulaires [111]. L'activité des récepteurs à tyrosine kinase est 

étroitement régulée. Lorsque ce contrôle est perdu, ces récepteurs peuvent 

devenir des oncogènes puissants.  

Dans les cancers papillaires de la thyroïde, on distingue le plus souvent 

des réarrangements chromosomiques impliquant les gènes RET (rearranged 

during transfection) dits RET/PTC, Ces réarrangements, détectés pour la 

première fois par Grieco et coll., en 1990, et trouvés spécifiquement exprimés 

dans les cancers papillaires (PTCs), sont appelés en conséquence les 

réarrangements « RET/PTC » [112]. Ils sont plus fréquents chez les sujets jeunes, 

en particulier après exposition aux irradiations thérapeutiques ou 

accidentelles. Cette incidence s’explique cependant assez bien en raison 

d’une cassure double-brin de l’ADN à l’origine du réarrangement.  

Ces réarrangements sont dus à des translocations ou inversions 

chromosomiques, impliquant le gène RET et un gène hétérologue, 

aboutissant à la formation d’un gène chimérique [112] codant pour une 

protéine de fusion constitutivement active. Il existe plusieurs réarrangements 

RET/PTC obtenus par fusion du domaine tyrosine kinase de RET (en 10q11-2) 
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avec la séquence 5’terminale de différents gènes. Les deux réarrangements 

constituants 90% de l‘ensemble des réarrangements RET/PTCs sont les 

réarrangements RET/PTC1 et RET/PTC3 obtenus lors d’une inversion 

intrachromosomique. Le plus répandu, in vivo,  est RET/PTC1. Ces 

réarrangements conduisent à une expansion clonale et donc à une 

transformation néoplasique des cellules folliculaires. RET/PTC1 serait plus 

fréquent dans les micro-cancers et les tumeurs papillaires classiques alors que 

RET/PTC3 prédomine dans les cancers papillaires solides et les cancers à  

grandes cellules « tall cells » assez évolutifs [113, 114].  

b. Le réarrangement PAX8/PPARγ 

Il s’agit d’un réarrangement chromosomique identifié spécifiquement 

dans les cancers folliculaires de la thyroïde, en 2000 par Kroll et Col., [115]. Il 

est fortement associé à la malignité de ce type de tumeurs [116].  

Cette translocation qui se fait entre les deux chromosome 2 et 3 

consiste en une fusion entre le fragment 2q19 comportant la partie du gène 

PAX8 codant le domaine de liaison à l’ADN, et le fragment 3p25 contenant la 

quasi-totalité de la séquence codante du récepteur nucléaire PPARγ 

(peroxisome proliferator-activated receptor). Cette fusion donne ainsi 

naissance à une nouvelle séquence codant pour une protéine oncogénique 

PPFP (PAX8/PPAR fusion protein) qui conserve à la fois des propriétés du 

facteur de transcription PAX8 (liaison à l’ADN) et du récepteur PPARγ (liaison 

récepteur-ligand) [115, 117].  

Les mécanismes par lesquels PPFP induit la tumorigenèse thyroïdienne 

peuvent s’expliquer d’une part par une dérégulation des voies de 

signalisation impliquant PAX8, facteur de transcription indispensable à 

l’expression des gènes de  différenciation thyroïdienne qui régule également 

la transcription de l’ARNm du gène PPFP néoformé [115], et d’autre part, par 

une interférence dans les voies contrôlées par le récepteur PPARγ en 

exerçant notamment une inhibition de son activité transcriptionnelle. Cela se 

traduit par une réduction de l’apoptose, une augmentation des transitions du 

cycle cellulaire et une perte de l’adhésion cellulaire [115]. 
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2.2 Autres anomalies moléculaires : 

Le gène CTNNB1 (catenin beta 1) code pour une protéine impliquée 

dans la voie de signalisation WNT-β-catenin et il est principalement muté dans 

les cancers anaplasiques (ATCs) [118]. Le gène TP53 code pour le suppresseur 

de tumeur p53, qui est impliqué dans plusieurs variétés de cancers solides. La 

mutation du gène TP53 est majoritairement observée dans les cancers 

thyroïdiens très peu différenciés ou indifférenciés (ATCs), avec une fréquence 

d’apparition entre 70 à 80% [119, 120]. La présence des mutations TP53 ou 

CTNNB1 exclusivement dans les ATCs ou bien les cancers peu différenciés, 

suggère que ces altérations génétiques peuvent être associées aux 

mécanismes de la dédifférenciation impliquée dans la progression des 

cancers thyroïdiens d’origine folliculaire vers des états plus agressifs non 

différenciés (Figure 17). 

 

Figure 17: Etapes de progression putatif des tumeurs thyroïdiennes dérivées de 
cellules folliculaires et des mutations génétiques associées. 

Le gène suppresseur de tumeurs PTEN est un régulateur négatif de la 

voie de signalisation PI3K-AKT par inhibition de la fonction de la PI3K (Figure 

18). La mutation de PTEN contribue à la tumorigenèse thyroïdienne en 

favorisant le développement des cancers thyroïdiens d’origine folliculaire, 

ainsi que cela est décrit dans le syndrome de Cowden. Il s’agit d’une 

maladie autosomale non héréditaire, causée par des mutations germinales 
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du gène PTEN [121]. La maladie de Cowden est considérée comme un 

syndrome de prédisposition aux cancers, étroitement associée à 

l’augmentation du risque de développer un cancer de la thyroïde, du sein ou 

de l’endomètre. L’altération du gène PTEN est généralement observée dans 

40% des FTCs. Par ailleurs, une inactivation de ce gène par l’hyper-

methylation de son promoteur, a été également rapportée dans les FTCs et 

les ATCs [122, 123]. 

2.3 Les mutations somatiques de la voie de signalisation 
MAP kinase 

La voie MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (RAS/RAF/MEK/ERK) 

est, en général, activée via un récepteur membranaire à activité tyrosine-

kinase tels que l’EGFR, qui est lui-même stimulé par un ligand spécifique 

(facteur de croissance ou une cytokine), pour transmettre le signal 

extracellulaire à l’intérieur de la cellule [124]. La liaison du ligand à son 

récepteur induit une autophosphorylation qui conduit ainsi à l’activation 

d’une cascade de phosphorylations successives de nombreuses protéines 

kinase intracytoplasmiques en aval. La voie RAS/MAPK constitue, avec la voie 

PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase) /AKT, une des voies de transmission du 

signal les mieux connues aboutissant à la mise en jeu de facteurs de 

transcription capables d’activer la transcription de gènes impliqués dans la 

prolifération cellulaire, mais aussi dans l’invasion et la migration cellulaires, 

l’angiogenèse et la survie cellulaire. Plusieurs études ont démontré que la voie 

RAS/MAPK est anormalement activée dans de nombreux cancers, à cause 

de la survenue de mutations somatiques, particulièrement au niveau des 

proto-oncogènes codant pour les protéines RAS ou RAF, ce qui en font des 

cibles thérapeutiques potentiellement importantes [125] (Figure 18). 
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Figure 18 : Schéma simplifié des voies de signalisation RAS/MAPK et PI3K/AKT [125]. 

 

a. Les mutations du gène ras 

La famille des proto-oncogènes RAS comporte trois gènes isoformes 

bien caractérisés H-RAS, N-RAS et K-RAS : pour « Harvey rat sarcoma viral 

oncogene homolog », « Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog » et 

« neuroblastoma RAS viral oncogene homolog » respectivement. Les 

protéines issues de ces gènes ont un poids moléculaire de 21 kDa, d’où leurs 

noms p21. Elles sont localisées à la face interne de la membrane 

cytoplasmique, insérées dans la couche phospholipidique membranaire par 

leur extrémité C terminale. Il s’agit de protéine à activité GTPasique, 

impliquées dans la transmission de stimuli extracellulaires vers le noyau via des 

récepteurs membranaires, intervenant ainsi dans la régulation de plusieurs 

mécanismes cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, l’apoptose 

et la migration cellulaire [125]. Les protéines RAS jouent le rôle de 
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commutateurs dans des voies de signalisation, elles sont soumises à un cycle 

GDP/GTP où elles alternent entre deux états : actif ou inactif selon leur liaison 

au GTP ou bien au GDP respectivement. A l’état actif, elles sont liées au GTP 

(Guanosine TriPhosphate), ce qui permet l’interaction transitoire de RAS avec 

d’autres effecteurs intracellulaires et l’activation des voies de signalisation, 

dont RAS/MAPK mais aussi PI3K/AKT (Figure 19) [125]. Quand le gène ras est 

muté, l’activité GTPase de la protéine reste inhibée, conduisant ainsi à une 

activation constitutive des voies de signalisation en aval, totalement 

indépendante de la fixation du ligand au récepteur membranaire, qui 

favorise la tumorigenèse thyroïdienne [126]. 

 

Figure 19 : Forme active et inactive de la protéine RAS [125]. L’activation des 
protéines RAS survient lors du remplacement du GDP par le GTP et inversement, leur 
inactivation est provoquée par l’hydrolyse du GTP en GDP par des protéines de 
régulation telles que les GAP (GTPase-Activating Proteins), ainsi que par l’activité 
GTPase intrinsèque de la protéine RAS  

Les mutations ponctuelles RAS touchent les trois isoformes du gène ras : 

H-RAS, K-RAS et N-RAS (Figure 20). Elles sont identifiées aussi bien dans les 

cancers de la thyroïde que dans d’autres cancers solides. La mutation K-RAS, 

touchant les codons 12 ou 13, est dominante dans la majorité des cancers, 

alors que les mutations N-RAS et H-RAS affectant le codon 61 restent les 

mutations les plus enregistrées dans les cancers thyroïdiens. Les mutations RAS 

apparaissent dans à peu près 10% de la totalité des cancers thyroïdiens avec 

une prédominance de 40 à 50% dans les cancers folliculaires (FTCs) [127]. Elles 
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sont également détectées dans 10 à 20% des cancers papillaires (PTCs) de 

variante folliculaire [128], et très rarement détectée dans les PTCs de variante 

classique. 

 

Figure 20: les mutations oncogéniques des trois isoformes du gène ras [129]. Les 
mutations oncogéniques clés sont localisées dans une région identique entre les trois 
isoformes. 44 mutations ponctuelles distinctes ont été caractérisées avec 99,2% de 
toutes les mutations qui se produisent au niveau des codons 12, 13 et 61. Ces 
mutations siègent dans et autour des boucles 1, 2 et 4 responsables de liaison des 
nucléotides et entraînent une liaison constitutive de la GTP. Les résidus mutés dans le 
cancer sont surlignés en rouge, ceux mutés dans les troubles du développement 
sont soulignés et les résidus qui sont variables entre les isoformes sont en gris. 

La présence de mutations du gène RAS aussi bien dans les adénomes 

que dans les carcinomes suggère leur implication dans les étapes précoces 

de la carcinogenèse thyroïdienne. Ces mutations sont souvent associées à 

des caractéristiques histologiques de mauvais pronostic. Les cancers 

papillaires et folliculaires porteurs de mutations ras sont susceptibles d’évoluer 

en cancers anaplasiques par un processus de dédifférenciation [130]. De 

plus, plusieurs études ont montré une corrélation significative entre mutation 

RAS et le comportement métastatique des cancers folliculaires et papillaires 

exprimant l’oncogène RAS [90, 131]. 
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b. Les mutations BRAF 

BRAF appartient à la famille des protéines RAF (sérine : thréonine 

kinase), Trois formes de RAF existent: ARAF, BRAF et CRAF ; codées 

respectivement par les gènes ARAF, BRAF et CRAF. La protéine BRAF est une 

kinase cytosolique qui joue un rôle clé dans l’activation de la voie MAPK 

(RAS/RAF/MEK/ERK). Elle transmette les signaux via MEK1/2 (MAPK/ERK kinase 

1/2) entre les protéines RAS activées et p42/p44 MAP kinase ou ERK1/2 [125] 

(Figure 21).  

 

Figure 21: Schéma de l’activation de la voie de signalisation Ras/Ras/MEK/ERK [125]. 
L’activation de la voie des MAPK débute par l’activation et le recrutement à la 
membrane par RAS de la protéine RAF. Cette première protéine kinase est 
responsable de l’activation par phosphorylation de la MAPK-kinase ou MEK (MAPK-
ERK-Kinase). À son tour, MEK active de manière hautement spécifique, par double 
phosphorylation, ERK, ce qui entraîne sa translocation au niveau du noyau et 
l’expression de gènes précoces codant pour des facteurs de transcription (c-FOS) et 
autres (c-MYC, c-JUN ou JUNB). 

La découverte de mutation ponctuelle qui affecte le gène BRAF, a été 

faite pour la première fois en 2002 par Davies et Coll., [132]. La mutation 

BRAFT1799A qui est une transversion, représente plus de 95% de la totalité des 

mutations identifiées de ce gène. Elle se traduit par la substitution d'une valine 

par l'acide glutamique à la position 600 (V600E), d’où son appellation par 
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BRAFV600E (Figure 22). L’insertion de l’acide glutamique en position adjacente 

à la Ser599 (sérine 599 : site actif de phosphorylation) rompt des interactions 

hydrophobes, mettant la kinase dans une conformation catalytique qui 

entraine sa phosphorylation d’une manière constitutive [133]. 

La mutation BRAFV600E a été identifiée comme mutation majeure dans 

plusieurs cancers humains, tels que les mélanomes, le cancer colorectal, le 

cancer ovarien, le cancer des poumons et le cancer de la thyroïde [132, 134-

136]. La mutation BRAFV600E a été décrite pour la première fois dans les 

cancers thyroïdiens en 2003 [137, 138], plus particulièrement dans les cancers 

papillaires et anaplasiques avec une fréquence moyenne de 44% et 24%, 

respectivement [139]. 

 

Figure 22: Aspect microscopique du cancer thyroïdien papillaire avec mutation 
BRAFV600E [140]. Vue microscopique d’une coupe de tissu cancéreux issu d’un cancer 
papillaire de la thyroïde avec la mutation BRAFV600E (PTC) montrant la morphologie 
des noyaux, après coloration à l’Hématoxine & Eosine (H&E) au grossissement x400. 

Actuellement, plus de 40 mutations du gène BRAF ont été rapportés, 

dont la majorité survient dans le domaine kinase et la boucle d’activation de 

la protéine, ce qui engendre une activation potentialisée et ainsi une 

augmentation direct de la phosphorylation de MEK [132]. Paradoxalement, 

bien que l’analyse in vitro de l’effet d’autres mutations du gène Braf, ait 

démontré que ces mutations réduisent l’activité MEK contrairement à la 

mutation V600E, il n’en demeure pas moins que ces mutations confèrent 

suffisamment d’activité kinase pour transphosphoryler et activer la protéine 

CRAF via d’une heterodimérisation [141, 142]. C’est le cas notamment de la 
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protéine mutée BRAFD594V, appelée également "kinase-dead", qui ne possède 

normalement pas d’activité catalytique. Cette kinase BRAF, inactive donc 

d’un point de vue catalytique, peut néanmoins se lier à CRAF et potentialiser 

ainsi l’effet des mutations Ras oncogéniques et stimuler davantage la 

cascade de signalisation de MAPK et favoriser la croissance tumorale [143]. 

Ce phénomène met en évidence le risque de cibler BRAF d’un point de vue 

thérapeutique dans des tumeurs mutées pour RAS. Enfin, une altération 

génétique rare dans le gène BRAF résultant d’un réarrangement 

chromosomique a également été identifiée. Celle-ci conduit à la formation 

d’une protéine de fusion appelée AKAP9-BRAF qui a perdu le domaine 

autorégulateur de BRAF, ce qui se traduit par une activation constitutive de 

la  kinase [144]. 

 

Figure 23: Représentation schématique de la structure de BRAF avec les différents 
domaines. La structure est caractérisée par trois régions CR1, CR2 et CR3 conservées dans 
les trois membres de la famille RAF (ARAF, BRAF et CRAF) dont des fonctions distinctes. Le 
domaine CR1 contient le domaine RAS-liaison (RBD), ce qui est essentiel pour le recrutement 
de tous les trois membres de la famille RAF par un RAS activé, du cytoplasme vers la 
membrane plasmique. La zone CR1 comporte également le domaine riche en cystéine 
(CRD), qui sert de RBD secondaire pour renforcer la liaison de RAS. Le CR2 lie avec souplesse 
le domaine CR1 au domaine CR3, et il est également nécessaire pour la régulation négative 
des kinases RAF. Les sites de liaison des protéines régulatrices (marquées en bleu) sont situés 
dans le domaine CR2, mais aussi à l'extrémité C-terminale de la kinase. La plus grande sous-
unité, CR3, sert du domaine kinase. Elle contient la boucle - P de liaison phosphate et la 
boucle - A d’activation. Le résidu V600 le plus important de BRAF est également situé dans la 
boucle – A. 

3. L’implication de la voie de signalisation 
TGF-β/Smad dans les PTCs  

3.1 Généralités  

La super-famille du TGF-β (Transforming Growth Factor), constituée de 

divers groupes de protéines (TGF-β, BMP ‘Bone Morphogenic Protein’, les 
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Activines et GDF ‘Growth Differentiation Factors’), joue un rôle primordial dans 

l’homéostasie tissulaire  [145]. La dérégulation des voies de signalisation 

activées par ces protéines est associée à des anomalies du développement 

et aussi à de nombreuses pathologies telles que le cancer et la fibrose [146]. 

Dans la présente étude nous nous focaliserons plus particulièrement sur la 

voie de signalisation TGFβ.  

La protéine mature du TGF-β est synthétisée sous forme d’un précurseur 

inactif, il s’agit d’un homodimère de deux polypéptides de 12,5 kDa liés par 

un pont disulfure. Cette forme de protéine, dite également forme latente, est 

généralement secrétée comme étant associée à une autre protéine dite LAP 

(Latency- associated peptide) [147]. La protéine active du TGF-β sera ensuite 

libérée sous l’action de différentes protéases. Trois isoformes du TGF-β sont 

décrits dans la littérature: TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3. 

Les membres de la famille du TGF-β se lient sur des récepteurs 

dimériques de type I et II à activité sérine/thréonine kinase, auxquels il se 

rajoute un troisième type de récepteur non nécessaire à l’activation de la 

voie de signalisation dit type III. Ce dernier permet d’augmenter la spécificité 

pour un ligand ou bien il régule la disponibilité du ligand pour les récepteurs 

de type I et II. Cette liaison induit l’activation de la voie de signalisation en 

aval via la phosphorylation des protéines Smads (Similar to the ‘mothers 

against decapentaplegic’MAD). Il existe 3 catégories de protéines Smads : 1) 

les Smads qui se lient au récepteur ‘Receptor Regulated Smads : R-Smad’ 

(Smad 1,  2, 3, 5 et 8), 2) Smad commun aux cascades de signalisation initiées 

par la famille de TGF-β ‘co-mediator Smad : Co-Smad’ (Smad4), et 3) les 

Smads inhibitrices ‘Antagonistic or inhibitory Smads : I-Smad’ (Smad 6 et 7).  

3.2 Description de la signalisation TGF-β/Smad : 

Le TGF-β actif se lie d’abord au TβRII (TGF-β receptor II) et induit, via son 

activité sérine thréonine kinase, la phosphorylation du TβRI (TGF-β receptor I) 

qui phosphoryle à son tour les protéines Smad 2 et 3 (R-Smads) [148]. Ces 

dernières s’associent ensuite au Samd4 (Co-Smad) et le complexe (R-Smads / 

Co-Smad) transloque dans le noyau où il régule l’expression de nombreux 
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gènes cibles du TGF-β [149]. L’expression du gène codant pour la protéine 

inhibitrice Smad 7 (I-Smad) est également régulée par cette voie de 

signalisation. Cette I-Smad empêche l’activation des R-Smads selon deux 

mécanismes différents :1)  soit par compétition en se liant au récepteur TβRI 

inhibant ainsi la phosphorylation des Smad2 et 3, 2) soit en interagissant avec 

l’ubiquitine ligase Smurf 2 (Smad Ubiquitin regulatory factor 2), et s’associant 

ensuite avec le TβRI induisant ainsi sa dégradation [145] (Figure 24). Dans des 

conditions physiologiques, cette cascade de signalisation s’arrête par 

déphosphorylation des protéines Smads, qui retournent dans le cytosol où 

elles sont dégradées par le protéasome [145, 150]. 

 

Figure 24: Voie de  signalisation du TGF-β. Les étapes de la transduction du signal 
intracellulaire lors de l’activation de la voie de signalisation TGF-β : Le TGF-β actif une 
fois lié au récepteur TβRII phosphoryle le récepteur TβRI qui phosphoryle à son tour les 
protéines Smad 2 et Smad 3. Ces dernières s’associent ensuite au Samd4 et le 
complexe transloque dans le noyau où il va se lier spécifiquement domaines SBE : 
Smad Binding Element. 

3.3 Autres voies de signalisation activées via le TGF-β 

Deux voies de signalisation sont activées par le TGF-β et sont 

complètement indépendantes des protéines Smads. La première, qui 

implique l’activation de l’inositol 1,4,5-triphosphate 3-kinase (PI3K) et la 
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protéine kinase B (Akt), régule la survie cellulaire [151, 152] et  la deuxième 

médiée par les protéines Ras qui activent la voie de signalisation MAP Kinase 

(MAPK) [153]. 

3.4 Régulation de la fonction thyroïdienne par le TGF-β 

La voie de signalisation du TGF-β est impliquée dans la régulation de la 

prolifération et de la différenciation thyroïdienne. Dans les cellules 

thyroïdiennes porcines, le TGF-β1 inhibe l'expression du récepteur de la TSH 

(RTSH) et diminue la production de l'AMP cyclique altérant ainsi les fonctions 

de la TSH [154]. Dans la lignée cellulaire thyroïdienne de rat ‘FRTL-5’, le TGF-β1 

inhibe le transport de l'iodure via inhibition de l’expression du NIS, en bloquant 

la voie de la protéine kinase A (PKA) [155-157]. Aussi, dans le même modèle 

cellulaire, le TGF-β1 diminue l’expression d’autres marqueurs de 

différenciation thyroïdienne comme la Tg et RTSH [158]. La régulation 

négative du TGF-β1 sur l’expression du NIS (messager et protéine) a été 

confirmée en utilisant une autre lignée thyroïdienne de rat ‘PCCL3’ [159]. 

Cette régulation négative par le TGF-β est expliquée en partie par  la 

diminution de l’expression du facteur de transcription PAX8 [159, 160].  

Dans les cellules thyroïdiennes humaines, le TGF-β inhibe l'action de la 

TSH et de l'AMP cyclique, sur l'absorption de l'iodure et l’expression de la 

peroxydase thyroïdienne (TPO) [161].  

3.5 Rôle du TGF-β dans la carcinogenèse thyroïdienne : 

D’après la littérature, le TGF-β apparaît jouer un rôle paradoxal dans la 

carcinogenèse, car il peut être suppresseur de tumeur ou pro-tumoral ; et les 

mécanismes moléculaires impliqués dans ces deux rôles sont encore mal 

connus [162, 163]. Au début de la tumorigenèse, le TGF-β inhiberait la 

croissance des cellules tumorales ; cependant dans les stades avancés du 

cancer, la tumeur détournerait la signalisation du TGF-β en sa faveur 

(prolifération cellulaire et invasion) (Figure 25).   
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Figure 25: Le rôle du TGF-β dans le processus de la carcinogenèse, d’après Heldin et 
al., 2009 [164]. Dans les étapes précoces de carcinogenèse, le TGF-β a un rôle 
inhibiteur de tumeur en bloquant la prolifération cellulaire et en induisant l’apoptose. 
Les cellules tumorales détournent ensuite la voie de signalisation à leur avantage et 
le TGF-β induit alors l’EMT et favorise le développement métastatique des tumeurs. 

 

Dans cette étude nous détaillerons plus particulièrement, l’effet 

tumorigène du TGF-β dans les cancers papillaires de la thyroïde (PTCs). Une 

diminution de Smad7 (I-Smad) dans les noyaux des PTCs humains invasif et 

surexprimant le TGF-β a été observée suggérant une suractivation de la voie 

de signalisation du TGF-β suite à la levée du contrôle négatif exercé par 

Smad7 dans les PTCs [165]. Il a été démontré dans une autre étude que le 

front périphérique invasif des tumeurs humaines (PTCs) surexprime le TGF-β et 

des acteurs de l’EMT (Epitheliomesenchymal transition) par rapport au centre 

de la tumeur, suggérant ainsi le rôle du TGF-β dans l’invasivité des PTCs [166]. 

Riesco-Eizaguirre et al., ont confirmé ce rôle invasif du TGF-β et ont montré 

aussi une association entre la sur-activation de la voie de signalisation du TGF-

β (haute expression du TGF-β/TβRII/pSmad2) avec l’invasivité des PTCs 

humains exprimant l’oncogène BRAFV600E [167]. De plus, les auteurs ont établi 

dans cette étude un lien direct entre l’expression de l’oncogène BRAFV600E, 
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l’activation de la voie de signalisation du TGF-β et la répression de 

l’expression du gène SCLC5A codant le NIS. En utilisant la lignée cellulaire 

thyroïdienne de rat (PCCL3) exprimant de manière conditionnelle l’oncogène 

BRAFV600E les auteurs montrent que l’expression du NIS est négativement 

régulée par BRAFV600E via l’augmentation de la sécrétion du TGF-β. Cette 

corrélation négative observée entre l’expression du TGF-β1 et le NIS est 

également observée dans les PTCs humains. 

4. Meilleure compréhension de la 
pathogenèse moléculaire des PTCs: 
Nouvelle classification 

La compréhension de la pathogenèse des cancers différenciés de la 

thyroïde, représentés majoritairement par les PTCs, a été largement améliorée 

au cours de la dernière décennie. Une étude très récente portant sur une 

caractérisation génomique intégrale des cancers papillaires de la thyroïde, 

réalisée sur une large cohorte composée de 495 cas de PTCs, a proposé une 

nouvelle classification de ce type de cancer en sous-groupes moléculaires, 

dans le but d’améliorer la prise en charge de ces cancers. L’analyse des 

mutations somatiques retrouvées dans les PTCs permet d’identifier des 

mutations pilotes, qui caractérisent les différents sous-types de tumeurs. Il 

apparaît que les mutations affectant la voie de signalisation MAP Kinase, 

constituent l’essentiel de la nouvelle classification moléculaire des PTCs.  

Les tumeurs résistantes et dédifférenciées contrôlées par l’oncogène 

BRAFV600E ne répondent plus au rétrocontrôle négatif exercé par ERK sur RAF, 

ce qui entraîne une forte activation de la voie de signalisation MAPK [168]. En 

revanche, les tumeurs contrôlées par l’oncogène RAS répondent au 

rétrocontrôle de la voie ERK, et présentent par conséquent une activation 

plus faible de la voie de signalisation MAPK. Cette différence dans le degré 

d’activation de la voie MAPK, se traduit par des différences phénotypiques 

au niveau des PTCs. Par exemple, l’expression des gènes de  différenciation 

thyroïdienne impliqués dans le captage et le métabolisme de l’iode, est 

considérablement réduite dans les tumeurs mutées BRAFV600E, comparées aux 
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tumeurs mutées RAS, où elle est largement conservée [169]. Pour mieux définir 

cette relation, deux scores ont été établis dans cette étude : le score 

BRAFV600E-RAS (BRS) et le score de différentiation thyroïdienne (TDS). Le score 

BRAFV600E-RAS (BRS) est établi à partir d’une analyse comparative de 

l’expression de 71 gènes (signatures) entre les tumeurs mutées BRAFV600E et 

celles mutées RAS, Le score de différenciation thyroïdienne (TDS), quant à lui, 

est déterminé en comparant le niveau d’expression de 16 gènes impliqués 

dans le métabolisme de l’iode et la fonction thyroïdienne. Une forte 

corrélation entre les deux scores (TDS et BRS) a été observée à l’issu de 

l’analyse des tumeurs PTCs [169]. Ainsi les PTCs ayant un profil muté RAS ont 

globalement un score TDS élevé, reflétant la préservation d’un état 

différencié. Alors que les PTCs mutés BRAF ont en revanche un score TDS 

moins élevé, reflétant un état de dédifférenciation plus avancé dans ce sous-

groupe. Ces nouvelles données confortent la puissance pronostique et 

prédictive de l’oncogène BRAFV600E [170] avec lequel il est généralement 

observé que la dédifférenciation affecte négativement la réponse d’une 

tumeur donnée à la radiothérapie métabolique. D’ailleurs, les cancers 

métastasiques réfractaires à la thérapie par l’iode radioactif, sont 

généralement mutés BRAFV600E [86]. Ainsi, l'activation constitutive et puissante 

de la voie MAPK par l’oncogène BRAFV600E régule négativement l'expression 

des gènes impliqués dans le métabolisme de l'iode [171, 172] (Figure 26).  
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Figure 26 : Schéma explicatif de la nouvelle classification des PTCs [169]. Graphique 
résumant les différents principes sur lesquels elle a été basée la nouvelle classification 
des cancers papillaires de la thyroïde (PTC).  

La voie MAPK est la voie majeure impliquée dans la tumorigenèse 

thyroïdienne. Néanmoins, les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

carcinogenèse thyroïdienne et la résistance de certains cancers de la 

thyroïde à la radiothérapie métabolique restent complexes et encore mal 

connus [109]. Plusieurs études soupçonnent fortement l’implication du stress 

oxydatif [173] dans ces mécanismes. 

III. Stress Oxydatif et cancer de la 
thyroïde: 

1. Généralités : 

1.1. Les espèces réactives de l’oxygène : 

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO ou ROS : « Reactive oxygen 

species ») sont de petites molécules hautement réactives dérivées de 

l'oxygène. Il s’agit de radicaux libres comme l’anion superoxyde (O2·-) et le 

radical hydroxyle (·OH) ; et d’autres molécules non-radicales  tels que le 

peroxyde d'hydrogène (H2O2), l'oxygène singulet (1O2) et l'acide 
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hypochloreux (HOCl). Les ROS radicalaires ont un ou plusieurs électrons non 

appariés et sont, de ce fait, très instables et réactives. Les ROS sont générées 

dans les processus d’aérobies tels que la respiration cellulaire, l'exposition aux 

infections microbiennes impliquant l'activation des phagocytes, également 

pendant une activité physique intense ou l'action de polluants/toxines tels 

que la fumée de cigarette, l'alcool, les rayonnements ionisants et UV, les 

pesticides et l'ozone [174]. Les cellules produisent les ROS par une variété de 

systèmes enzymatiques, notamment par les NADPH oxydases, la xanthine 

oxydase, la cyclo-oxygénase et par certains complexes de la chaîne de 

transport d'électrons mitochondriale au cours de la phosphorylation 

oxydative qui produit l'ATP [175]. Dans une situation physiologique, il existe un 

équilibre entre la production de ROS et leur désintoxication par les systèmes 

anti-oxydants tels que la catalase, la superoxyde dismutase, le glutathion 

peroxydase et les peroxyredoxines qui contribuent au maintien d’une 

homéostasie d’oxydo-réduction cellulaire [176-178] (Figure 27):  

 

• Réaction d’Haber Weiss : 

H2O2 + O2
•-  �  O2 + OH• + OH- 

• Réaction de Fenton  (métaux de transition Fe et Cu): 

Fe2+ + H2O2   �  Fe3+ + OH• + OH-    (Cu+� Cu2+) 

Figure 27: Espèces réactives de l’oxygène. [A] : Formation des espèces réactives de 
l’oxygène. [B] : Formation du radical hydroxyle HO• lors de la réduction de H2O2 via 
la réaction d’Haber Weiss et la réaction de Fenton.  
 

L’H2O2 est un oxydant stable, électriquement neutre. Il peut donc 

diffuser librement à l'intérieur des cellules où il régule des voies de signalisation 

mais il peut également participer à la communication intercellulaire. 

Récemment, des transporteurs spécifiques (aquaporines) ont été identifiés 

A 

B  
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comme transporteurs d’H2O2 capables de médier l’activation des voies de 

signalisation intracellulaires [46, 179].  

1.2. Rôle physiologique des ROS 

Les ROS n’ont pas qu’un effet délétère, elles sont impliquées dans divers 

processus vitaux de la cellule. En grande quantités, les ROS assurent un rôle 

immunitaire microbicide au niveau des  muqueuses du tractus respiratoire et 

digestif [46]. Elles sont également impliquées dans la synthèse des hormones 

thyroïdiennes, et un défaut dans la production des ROS est à l’origine d’une 

hypothyroïdie congénitale [180]. A des concentrations basses et modérées, 

les ROS jouent un rôle dans la prolifération et la signalisation cellulaire ainsi 

que dans la régulation de l’expression de gènes au travers de processus 

d’oxydo-réduction [181, 182]. En réponse à des facteurs de croissance, une 

augmentation transitoire des taux d’H2O2 intracellulaire est observée. L’H2O2 

extracellulaire peut, quant à lui, mimer une stimulation par des facteurs de 

croissance et activer ainsi la prolifération cellulaire [183]. Ainsi, l’H2O2 est un 

puissant médiateur intracellulaire et intercellulaire de la transduction du 

signal. En effet, l’H2O2 est capable d'oxyder les cystéines catalytiques des 

protéines tyrosine phosphatases, ce qui conduit à leur inactivation et par 

conséquent à une augmentation des taux de phosphorylation intracellulaires 

par les kinases [184, 185]. L’H2O2 module la signalisation cellulaire et régule le 

cycle cellulaire en inactivant respectivement des phosphatases telles que 

PTEN et Cdc25C (la phosphatase 3 inductrice de la phase M). Les ROS  

modulent aussi l’état redox de certains facteurs de transcription (NFkB, AP-1, 

p53 etc..) [186], affectant ainsi la fixation de ces facteurs de transcriptions aux  

promoteurs de certains gènes et donc le niveau d’expression génétique 

[182]. 

1.3. Le stress oxydatif : 

Le stress oxydatif est un déséquilibre dans l’homéostasie d’oxydo-

réduction qui résulte soit d’une augmentation de la production de ROS, soit 

d’une diminution de la défense cellulaire en antioxydants [46]. Une situation 
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pathologique (infection, inflammation etc..), peut entraîner un déséquilibre 

de l’homéostasie redox et installer un stress oxydatif chronique induisant ainsi 

des effets délétères. Ainsi, les ROS peuvent causer des dommages au niveau 

de macromolécules biologiques (protéines, lipides, glucides et acides 

nucléiques). Les lipides peuvent subir une oxydation par le radical OH·; et 

l’oxydation des acides gras polyinsaturés, en particulier l'acide 

arachidonique, conduit à la formation du malondialdéhyde (MDA), utilisé 

comme marqueur de la peroxydation lipidique [187]. L’oxydation des lipides 

perturbe la structure membranaire des cellules et altère la signalisation 

cellulaire ainsi que la perméabilité ionique des membranes. L’oxydation des 

protéines est susceptible de perturber leurs fonctions en inactivant par 

exemple des sites catalytiques et/ou en favorisant la formation d’agrégats 

par des ponts disulfures, lesquels affectent ainsi la structure secondaire et 

tertiaire des protéines [188]. L’impact du stress oxydatif sur l'ADN est 

préjudiciable en raison de son effet négatif sur la transcription et la réplication 

[189]. Un stress oxydatif chronique peut causer des dommages à l’ADN tels 

que des cassures simples et doubles brins de l’ADN; l’oxydation des bases 

azotés de l’ADN. Si ces dommages ne sont pas fidèlement réparés, des 

mutations et des aberrations chromosomiques peuvent apparaître favorisant 

ainsi une instabilité génomique [96, 190]. Le marqueur de l’oxydation de 

l’ADN le plus communément étudié est la 8 oxo deoxyguanosine ou 8-

hydroxydésoxyguanosine (8 oxo-dG) [33]. L'oxydation des bases nucléiques 

de l’ARN se produit de façon similaire, l'indice le plus pertinent étant 

l'homologue de la 8-hydroxydésoxyguanosine : la 8- hydroxyguanosine [34].  

1.4. Stress oxydatif et les carcinomes thyroïdiens: 

D’une manière générale, les cellules cancéreuses produisent plus de 

ROS que les cellules non-cancéreuses [191, 192] et l'analyse des tissus 

tumoraux révèle des taux plus élevés de dommages à l'ADN que dans les 

tissus normaux [193, 194]. Cependant, les mécanismes par lesquels les cellules 

cancéreuses augmentent la production de radicaux libres qui contribuent 

aux lésions de l'ADN restent à déterminer. 
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Une augmentation des niveaux nucléaires de 8-oxo-dG a été trouvée 

dans les adénomes folliculaires humains et les carcinomes thyroïdiens [195], 

ce qui renforce l'idée que le stress oxydatif pourrait être un événement 

précoce au cours de la transformation cellulaire thyroïdienne en cellules 

tumorales. De manière intéressante il a été observé que, comparée aux 

autres organes, la glande thyroïde chez la souris présente un niveau de 

dommages oxydatifs à l'ADN plus élevé, et ceci est associé à un niveau élevé 

de l’expression de l’ARNm codant la 8-oxoguanine DNA glycosylase, ou 

encore OGG1, qui est l’enzyme impliqué dans le mécanisme de réparation 

des bases oxydées  [96, 196].  

Bien que les lésions à l'ADN soient généralement réparées 

efficacement, certaines lésions oxydatives de l'ADN peuvent être difficiles à 

réparer et dans certaines circonstances, conduire à la formation de cassures 

double-brin à l’ADN (DSBs) et donc à de l’instabilité génétique [197, 198]. Une 

exposition des thyrocytes humaines à l’H2O2 induit la formation de DSBs [190, 

199] et consécutivement le réarrangement chromosomique oncogénique 

RET/PTC1 [199], qui est un événement précoce dans la transformation des 

cellules folliculaires de la thyroïde [200]. Lors de l'exposition à l’H2O2, les 

cellules thyroïdiennes augmentent l'expression des gènes antioxydants, se 

protégeant ainsi du stress oxydatif [201]. Un affaiblissement du processus de 

détoxification peut favoriser l'effet mutagène de l’H2O2. Ainsi un déséquilibre 

dans l'homéostasie redox peut représenter une première étape dans la 

cancérogenèse thyroïdienne. 

Si la présence de dommages oxydatives à l’ADN dans les cancers de la 

thyroïde reste une évidence, la source des ROS à l’origine de ces dommages 

demeure inconnue. Les NADPH oxydases, en tant que systèmes générateurs 

de ROS, sont suspectées y jouer un rôle [46]. La thyroïde exprime 3 NADPH 

Oxydases : DUOX2 impliquée dans la synthèse des hormones thyroïdiennes 

[49] ainsi que DUOX1 et NOX4 dont le rôle physiologique dans la thyroïde 

reste inconnu [46, 47]. Une augmentation de la NADPH oxydase DUOX1 a été 

récemment observée dans les cancers thyroïdiens radio-induits suggérant un 

rôle dans la radiocarcinogenèse [202]. En outre, NOX4 est trouvée 
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augmentée dans les cancers de la thyroïde et son expression est régulée par 

l’oncogène RAS suggérant un rôle potentiel dans la tumorigenèse. Dans le 

chapitre suivant, je vais présenter en détail la NADPH oxydase NOX4 qui fait 

l’objet de mes travaux de recherche. 

2. La NADPH oxydase 4 et le cancer de la 
thyroïde  

2.1. Le système générateur de ROS : Nox4/p22phox 

a. NADPH oxydase 4 (NOX4) : expression, activité et régulation 

Le gène qui code la protéine NOX4 humaine est localisé sur le 

chromosome 11, en position 11q14.2-q21. NOX4 appartient à la famille des 

NADPH oxydases (NOXs) déjà décrite précédemment (I. 2.1. b.). Elle a été 

identifiée pour la première fois dans les cellules rénales par Geiszt et Col., en 

2000 [203]. Cette NADPH oxydase est l'une des isoformes de NOXs la plus 

largement exprimée dans différents types cellulaires. Parmi les cellules où elle 

est bien exprimée on peut citer les cellules endothéliales [204], les cellules 

musculaires lisses vasculaires [205], les cellules souches hématopoïétiques, les 

fibroblastes, les neurones [206], ainsi que les thyrocytes [207]. Elle est la seule 

NOX qui possède une activité constitutive de génération de ROS c’est à dire 

une activité qui dépend directement du niveau de son expression [47]. Dans 

les thyrocytes humains, l'expression de NOX4 est contrôlée au niveau 

transcriptionnel par la TSH [207].  

L’hétérodimérisation de NOX4 avec la protéine membranaire p22phox, 

est indispensable à l’activité génératrice de ROS [208] (Figure 28). Une autre 

protéine régulatrice, non membranaire : la « polymérase δ-interacting protein 

2 » ou Poldip2, qui se lie à la p22phox, régule positivement l’activité de NOX4 

[209]. De manière intéressante, il a été observé que Poldip2 est fortement 

exprimé dans la thyroïde (DUPUY C et al., données non publiées). Selon le 

contexte cellulaire, la petite GTPase Rac 1 (botulinum C3 liées à Ras toxine 

substrat 1) semble également être impliquée dans la régulation de l’activité 

de NOX4 [210].  
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Concernant le mécanisme de production de ROS, il a été montré que 

des modifications structurales dans une des boucles extra-cytosoliques de 

NOX4 (la E-boucle) peut changer une activité génératrice d’H2O2 en une 

activité génératrice d’O2•- [46, 211], il s’agit d’une caractéristique particulière 

qui distingue cette enzyme des autres protéines NOX. Cette E-boucle 

contient une histidine hautement conservée qui pourrait servir comme source 

de protons pour accélérer la dismutation spontanée de l’O2•- en H2O2. 

Plusieurs variants d'épissage de NOX4 ont été décrits, codant 

différentes protéines fonctionnelles  [212]. NOX4 est active non seulement à la 

membrane plasmique, mais aussi dans différents compartiments et organites 

intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique, la mitochondrie et le 

noyau [213, 214]. La présence de NOX4 dans l'environnement nucléaire 

pourrait être à l’origine de modifications redox qui influencent non seulement 

la liaison de facteurs de transcription à l'ADN et donc l'expression de gènes, 

mais également des activités enzymatiques liées à la signalisation des 

dommages à l'ADN ainsi qu’à leur réparation [46]. 

 

Figure 28 : Schéma représentatif de la protéine NOX4 et de son partenaire 
membranaire fonctionnel p22phox. La NADPH oxydase NOX4 forme avec la p22phox un 
hétérodimère membranaire. La génération de ROS par ce complexe conduit à la 
production du peroxyde d’hydrogène (H2O2) à partir de deux molécules d’oxygène 
(2O2) réduit en deux anions superoxydes (2O2

•-). 

b. p22phox : partenaire fonctionnel de la NOX4 : 

Le gène codant la protéine p22phox est situé au niveau du chromosome 

16 en position 16q24. Il s’agit d’une protéine membranaire dont la masse 

moléculaire est de 22 kDa (d’où son nom p22). Etant le partenaire fonctionnel 

de plusieurs NADPH oxydase y compris NOX4, sa localisation subcellulaire est 
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de fait dépendante du lieu d’expression de ces dernières [208, 215, 216]. La 

p22phox forme avec chacune des quatre NOXs (NOX1, NOX2, NOX3 et NOX4) 

auxquelles elle est associée un hétérodimère. L'expression de NOX4 stabilise 

celle de la protéine p22phox [208]. 

2.2. La NOX4 et le cancer de la thyroïde 

L’implication des ROS dans la pathogenèse des cancers a été étudiée 

dans plusieurs tissus tumoraux. L’analyse de l’expression de NOX4 et de 

p22phox dans les tissus normaux et tumoraux de la thyroïde a montré que les 

deux protéines ont une expression augmentée dans les cancers papillaires de 

la thyroïde suggérant un rôle de cette NADPH oxydase dans la pathogenèse 

de ces cancers [207]. L’expression conditionnelle de l’oncogène H-RASV12 

dans les thyrocytes humains régule positivement le niveau de ROS généré par 

NOX4. Ces ROS, ainsi produites, induisent des dommages à l'ADN, lesquels 

contribuent à un stress réplicatif à l’origine de la senescence [217]. Ceci a été 

également observé dans des fibroblastes humains [218].  

Globalement le rôle de NOX4 dans la tumorigenèse a été jusqu’à 

présent peu étudié. Récemment il a été montré que  NOX4 régule la 

production de cytokines telles que l’IL-6 et IL-8 dans les cellules cancéreuses 

rénales lors d’une hypoxie, induisant ainsi la migration cellulaire et l’invasion 

tumorale [219]. NOX4 induit également la transition épithéliale-

mésenchymateuse (EMT) chez les cellules cancéreuses du sein. Le TGFβ 

secrété dans le milieu extracellulaire par les cellules du stroma induit 

l’expression de NOX4 qui stimule la migration des cellules épithéliale du 

cancer du sein et l'invasion [220]. Par ailleurs, il a été montré que les ROS 

générés par NOX4 sont impliquées dans la régulation du taux de production 

du VEGF via l’expression du facteur de transcription HIF-1α [221]. L’ensemble 

de ces résultats ont mis en évidence le rôle de la NADPH oxydase NOX4 dans 

la régulation de l'angiogenèse et de la croissance tumorale.
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Objectifs du travail 
La majorité des cancers de la thyroïde sont des cancers de type 

papillaires. Ceux-ci se caractérisent notamment par la présence chez l’adulte 

de la mutation BRAFV600E dans 45% des cas. La voie MAP kinase/ERK joue un 

rôle majeur dans la tumorigenèse et dans la progression des cancers 

papillaires, et BRAF en est un puissant activateur. La mutation V600E de BRAF, 

qui représente 90% des mutations de BRAF et qui est également présente 

dans 40% des mélanomes, est associée aux tumeurs thyroïdiennes les plus 

agressives avec des extensions extra-thyroïdiennes, des métastases et une 

mortalité augmentée chez les patients. Des études in vivo et in vitro ont 

démontré le rôle clé de BRAFV600E dans la promotion et la progression 

tumorales conduisant à une évolution vers les stades les plus indifférenciés tel 

que le cancer anaplasique [222]. Il existe cependant peu d’informations 

concernant les cibles moléculaires de BRAF muté et des kinases qu’il active 

dont la dérégulation serait à l’origine de ce mauvais pronostic. Ainsi il n’est 

pas complètement compris de qu’elle manière l’expression de BRAF muté 

contribue au caractère agressif des cancers papillaires de la thyroïde 

incluant : une instabilité génétique, une altération de l’expression de 

l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme de l’iode, en 

particulier, celui du transporteur de l’iode (NIS) dont l’expression est cruciale 

pour le traitement des patients par la radiothérapie métabolique à l’iode 131. 

Des études récentes ont montré que la voie du TGFβ contribue à la 

carcinogenèse et à la dédifférenciation des cancers papillaires thyroïdiens 

porteurs de la mutation BRAFV600E. Or, les ROS sont d’importants médiateurs 

des effets du TGFβ dans le développement de cancers. Plusieurs études ont 

mis en évidence que NOX4, en tant que système générateur de ROS, est 

régulé positivement par le TGFβ dans plusieurs cancers dont le cancer du sein 

[220, 223, 224]. Bien que NOX4 ait été montré être surexprimé dans les 

cancers papillaires [207], son rôle dans la tumorigenèse thyroïdienne en 

général, et celle contrôlée par BRAF muté en particulier, reste à déterminer. 
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Matériel & Méthodes  
I. Matériel Biologique : 

1. Lignées cellulaires : 

Trois lignées cellulaires thyroïdiennes sont utilisées dans la présente 

étude, deux cancéreuses d’origine humaine et une troisième normale issue 

du rat. 

1.1. Lignées cellulaires cancéreuses humaines : 

En premier lieu nous avons utilisé une lignée tumorale thyroïdienne 

humaine porteuse de la mutation BRAFV600E issue d’un carcinome papillaire 

différencié, la lignée BCPAP [225, 226]. Le profil génomique de cette lignée 

cellulaire ne révèle aucune contamination croisée  avec d’autres lignées 

cellulaires [225]. Elle constitue alors un model cellulaire pertinent pour l’étude 

des mécanismes moléculaires impliqués dans le développement des tumeurs 

thyroïdiennes peu différenciées et porteuses de la mutation BRAFV600E. Afin de 

confirmer et valider nos résultats, nous avons utilisé une deuxième lignée 

cellulaire cancéreuse présentant la mutation BRAFV600E, issue d’un cancer 

papillaire non-différencié, nommée 8505C. Les deux lignées cellulaires 

‘BCPAP & 8505C’ proviennent du Leibniz Institute DSMZ – « German Collection 

of Cell Cultures ». 

1.2. Lignée cellulaire thyroïdienne de rat :  

Une troisième lignée cellulaire est également utilisée dans cette étude, 

dite PC-BRAFV600E, il s’agit d’un clone de cellules thyroïdiennes normales et 

bien différenciées de rat (lignée cellulaire PCCL3) exprimant l’oncogène 

BRAFV600E d’une manière conditionnelle dépendante de la doxycycline [167, 

227]. 
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2. Thyrocytes en culture primaire  

Finalement l’étude a été complétée par la validation de l’ensemble 

des résultats dans des thyrocytes normaux humains en culture primaire que 

nous avons préparés au laboratoire à partir de tissu thyroïdien sain, selon le 

protocole décrit dans la partie des méthodes. 

II. Méthodes: 

1. Culture cellulaire et conditions de culture: 

Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture approprié à chaque 

lignée cellulaire. Toutes les manipulations d’entretien quotidien des cellules, 

sont effectuées dans des conditions stériles sous une hotte à flux laminaire 

vertical. Les lignées cellulaires sont maintenues à 37°C dans une atmosphère 

saturée en humidité et contenant 5% de CO2. L’état des cellules ainsi que leur 

pourcentage de confluence sont contrôlés au microscope inversé à 

contraste de phase. Après chaque décongélation, la non-contamination des 

cellules par les mycoplasmes est vérifiée.  

1.1. BCPAP et 8505C : 

Les lignées cellulaires BCPAP et 8505C, sont cultivées dans du milieu 

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (4.5 g/l glucose) (Life 

Technologies). Le milieu de culture est complémenté par 10% (vol/vol) de 

sérum de veau fœtal (SVF) (Life Technologies), et par 1% de mélange 

d’antibiotiques Pénicilline/Streptomycine (100 mg/ml; Life Technologies).  

1.2. PCCL3 exprimant conditionnellement l’oncogène 
BRAFV600E  (PC-BRAFV600E cells): 

Les cellules PC-BRAFV600E sont dérivées de la lignée cellulaire de thyroïde 

de rat PCCL3 de telle sorte à avoir une expression conditionnelle de 

l’oncogène BRAFV600E inductible par la doxycycline [227]. Les cellules PC-

BRAFV600E sont cultivées dans le milieu de culture Coon’s modified Ham’s - F12 

(Life Technologies) supplémenté par 5% SVF (Life Technologies) sans 
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tétracycline (Tet-free) et en présence d’un mélange de six hormones : 1 U/l 

de TSH bovine (Sigma-Aldrich); 10 mg/l d’insuline humaine (Roche Applied 

Science); 10 mg/l de somatostatine (Sigma-Aldrich); 6 mg/l de transferrine 

humaine (Roche Applied Science); 10-8 M d’hydrocortisone (Roche Applied 

Science); et 10 mg/l d'acétate glycyl-histidyllysine (Sigma-Aldrich). 

1.3. Thyrocytes primaires : 

Les thyrocytes en culture primaire sont préparée et entretenues selon le 

protocole décrit précédemment par l’équipe [202, 207]. Brièvement, le tissu 

thyroïdien (3 à 5 g) est lavé dans le milieu de culture Coon’s modified Ham’s - 

F12 (Life Technologies), contenant les antibiotiques Pénicilline/Streptomycine 

(100 mg/ml; Life Technologies), puis couper en tout petit fragment à l’aide de 

ciseau/scalpel dans du tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,4 et 

sans Calcium (Ca2+) et Magnésium (Mg2+) (Life Technologies). Pour séparer les 

cellules épithéliales du tissu conjonctif, les fragments sont digérés avec de la 

collagénase I (100 U / ml) (Invitrogen) et de la Dispase II (2,4 U / ml) (Roche 

Applied Science) à 37 ° C pendant 35-40 min sous agitation. Le tissu digéré 

est filtré à travers une gaze stérile, puis les cellules sont lavées 2 à 3 fois dans 

du PBS pH 7,4 par centrifugations successives à 200 g pendant 5 min à 

température ambiante. Finalement, le milieu DMEM- F12  additionné de 5% 

(vol/vol) de sérum de veau foetal (SVF) (Life Technologies), 2 mM L-glutamine 

(Invitrogen), 1% d'acides aminés non essentiels (PAA Laboratories) et six 

hormones (milieu 6H): 1 U/l de TSH bovine (Sigma-Aldrich); 10 mg/l d’insuline 

humaine (Roche Applied Science); 10 mg/l de somatostatine (Sigma-Aldrich); 

6 mg/l de transferrine humaine (Roche Applied Science); 10-8 M 

hydrocortisone (Roche Applied Science); et 10 mg/l d'acétate glycyl-

histidyllysine (Sigma-Aldrich). Les cultures primaires de cellules de la thyroïde 

forment une monocouche confluente au bout de 5-7 jours. Dans ces 

conditions, les thyrocytes humains expriment tous les marqueurs de 

différentiation thyroïdienne.  
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1.4. Traitement des cellules en culture : 

Dans la présente étude, plusieurs manipulations sont réalisées en 

utilisant divers inhibiteurs et agents pharmacologiques, dont le protocole 

expérimental dépend de l’expérience réalisée, du type des cellules 

précédemment décrites et de l’inhibiteur et/ou agent pharmacologique lui-

même, il s’agit de:   

� Inhibiteurs de : la voie TGF-β1 (SB431542; Calbiochem), de la 

phosphorylation de Smad3 (SIS3; Sigma-Aldrich), de la voie de signalisation 

MAPK (U0126, Calbiochem), et de l’oncogène BRAFV600E (PLX4032; 

Selleckchem); Ils sont utilisés à une concentration de 10µM sur des cellules 30 

à 50% confluente ensemencées dans les plaque de six puits, 2µl de 

l’inhibiteur 1000x concentré (1mM) est ajouté dans 2ml du milieu contenu 

dans chaque puit environ 12h après ensemencement.  

� TGF-β1 recombinante humaine (Peprotech), est utilisée pour le 

traitement des thyrocytes en culture primaire à une concentration de 10 

ng/µl afin de mimer l’effet de l’oncogène BRAFV600E qui induit la sécrétion du 

TGF-β dans les lignées cellulaires [167]. 

� N-acétylcystéine (Sigma-Aldrich), agent connu pour son effet 

antioxydant. Il est utilisé dans notre étude à une concentration de 1 mM, 

pour évaluer l’effet des ROS générés par NOX4 sur l’expression du NIS au 

niveau protéique et transcriptionnel (ARNm). 

� Et de la doxycycline (Sigma-Aldrich) : Les cellules PC-BRAFV600E sont 

traitées avec 1 g/ml de la doxycycline pendant 48h, pour induire l’expression 

conditionnée de l’oncogène BRAFV600E dans ce clone cellulaire. 

Les cellules sont récupérées après traitement à différents temps de 

cinétique 3h, 6h, 10h/12h, 24h, 36h, 48h, et/ou 72h selon le type de 

l’expérimentation effectuée. Ensuite, les ARN totaux sont extraits pour étudier 

l’expression en ARNm par qRT-PCR ; ou bien une extraction des protéines 

(lysats totaux ou fractions membranairs) est effectuée afin d’analyser 

l’expression des protéines d’intérêt par western blot.  
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2. Transfection cellulaire : 

Les cellules sont transfectées à 50% -60% de confluence, en utilisant le 

réactif de transfection INTERFERIN (Polyplus - Transfection) selon le protocole 

du fabricant, avec différents types de siRNA (stealth RNAi duplex) humain ou 

du rat selon le type de la lignée cellulaire à transfectées (Tableau 4) : 

� Des siRNA (stealth RNAi duplex; Invitrogen) humains spécifiques dirigés 

contre NOX4,  

� Un mélange de siRNA humains contrôle (Invitrogen),  

� Des siRNA humains contre p22phox,  

� Des siRNA humains contre BRAF,  

� et des siRNA de rat contre NOX4 et contrôle (smart pool ; Dharmacon). 

Tableau 4 : Les Séquences des différents siRNA 

 

3. Dosage des ROS intracellulaires : 

3.1. Préparation des cellules : 

Les cellules traitées sont récupérées par trypsinisation, et remises en 

suspension après centrifugation dans 0,5 ml de HBSS  (Hank's Balanced Salt 

Solution) et incubées avec 10 mM de une sonde sensible à l’état redox, 2’, 7’ 

-dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA; Molecular Probes, Life Technologies) 

pendant 30 à 45 min dans l'obscurité à 37 °C. La fluorescence est mesurée 

par cytométrie en flux ou sepctrofluorimétrie. 
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3.2. Dosage des ROS intracellulaire au FACS C6 : 

Le taux des ROS intracellulaires générés dans les cellules chargées avec 

l’agent fluorescent H2DCFDA est mesuré par cytométrie en flux sur le canal FL-

1 du FACScan (C6) utilisant le logiciel Cflow. Le H2DCFDA non fluorescent 

diffuse facilement dans les cellules, où il est hydrolysé en dérivé polaire DHFC, 

qui est oxydé en présence de H2O2 en dérivé FCD fortement fluorescent. 

Excitée à 488 nm, la forme oxydée émet une fluorescence verte dont le 

maximum d’intensité se situe vers 518 nm. Le ratio 518/488 nm des intensités 

de fluorescence mesurées nous permet d'évaluer la quantité de ROS 

produites. Les résultats sont exprimés en variations du taux de fluorescence 

émise par les cellules traitées comparée à celle émise par les cellules non 

traitées (contrôles). 

4. L’analyse par Western-blot : 

4.1. Préparation des extraits cellulaires 

Après les différents temps d’incubations des traitements et/ou 

transfections, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS froid et 

directement solubilisés dans le tampon de lyse RIPA (Sigma-Aldrich) 

complémenté avec un mélange d'inhibiteurs de phosphatases et protéases 

(Roche Applied Science). Les échantillons protéiques sont récupérés après 

incubation des lysats pendant 1 heure avec agitation à 4°C et puis 

centrifugation à 10 000 rpm pendant 30 min. Les débris cellulaires sont 

sédimentés et les surnagents contenant les protéines sont ensuite récupérés 

et la teneur en protéines est dosée par la méthode de Bradford à l’aide du 

Kit Bio-Rad RC DC™ protein assay. Les échantillons protéiques sont aliquotés 

et conservés à -20°C.  
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4.2. Analyse de l’expression des protéines par Western-
blot 

a. Migration et électro-transfert : 

Une quantité égale de protéines (20 à 25 µg) est mélangée avec du 

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (Thermo Scientific) et du DTT dithiothreitol 

(10X) dans un volume final de 30 µl complété par le tampon de lyse (RIPA) 

utilisé pour la préparation des extraits des protéines. Les échantillons sont 

ensuite incubés à 70°C pendant 10 min sous agitation. Ces derniers ainsi que 

des marqueurs de poids moléculaires sont déposés dans les puits d’un gel 

préalablement coulé de polyacrylamide. Le gradient des gels, le temps de 

migration (180V) et le temps du transfert (à 30 V) varie selon la taille des 

protéines à détecter. Le tampon de migration est le Tris/Glycine (Tris 25mM pH 

8,3 ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1%). Après migration, les protéines sont électro-

transférées sur membrane nitrocellulose 0,2 mm Protan BA 83. Le tampon du 

transfert est composé de : Tris base 20 mM ; Glycine 150 mM et Isopropanol 

20%. Afin de vérifier la qualité du transfert, la membrane est colorée dans la 

solution de rouge Ponceau sigma (Ponceau S 0,1% dissout dans une solution 

de l’acide acétique à 5 % (v/v)). 

b. Hybridation et immuno-détection 

Avant de réaliser l'hybridation de la membrane avec les anticorps 

spécifiques, il est important d’éviter toute possibilité de fixation non 

spécifique. La membrane est donc saturée par incubation pendant une 

heure dans du tampon TBS-T (TBS [TRIS/HCl pH 7.5 20 mM ; NaCl 500 mM]; 0,05 

% de Tween 20) et contenant 5 % de lait écrémé en poudre ou de la BSA. 

Après saturation, la membrane est alors incubée pendant une nuit à +4°C, en 

présence d’un anticorps spécifique de la protéine recherchée dans du TBS-T 

contenant 1,5 % de lait écrémé ou de la BSA, à une dilution appropriée. 

Après trois lavages dans du TBS-T, la membrane est incubée pendant 45 à 

température ambiante sous agitation en présence de l’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase ou la phosphatase alcaline (dilué dans du TBS-T 

contenant 1,5 % de lait écrémé ou de la BSA). Les différents anticorps, leurs 
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spécificités, leurs concentrations et le temps d’incubation sont présentées 

dans le Tableau 5. La révélation est réalisée par le kit ECL (ECL Western 

blotting detection reagents. Amersham biosciences), ou par l’addition du 

substrat de la phosphatase alcaline. 

Tableau 5 : Liste et caractéristiques des anticorps primaires et secondaires employés 

Anticorps dirigé contre Espèce Dilution Fournisseur 

NOX4  Monoclonal de Lapin   1/1000 OriGene 

pSmad3 (ser 423) Monoclonal de Lapin   1/2000 Abcam 

p22phox polyclonal de Lapin   1/1000 Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 

NIS Monoclonal de Souris   1/500 Thermo Scientific 

BRAFV600E Monoclonal de Lapin   1/1000 Spring Bio 

β-actine Monoclonal de Lapin   1/5000 Sigma-Aldrich 

vinculine Monoclonal de Souris   1/5000 Abcam 

5. Biotinylation des protéines de la surface 
cellulaire : 

La biotinylation de surface est une technique qui consiste à marquer 

d’une manière covalente les protéines exprimées à la membrane plasmique 

des cellules en culture, soit en monocouche ou en suspension à la Biotine. La 

biotinylation utilise la capacité de la vitamine soluble biotine à se lier aux 

protéines. La biotine se lie à la protéine streptavidine ou l’avidine et est donc 

utile dans la biologie cellulaire permettant l’étude de l’expression des 

protéines cellulaire telles que des récepteurs.  

Dans notre étude, nous avons choisi une biotine modifiée, la Sulfo-NHS-

Biotin, qui a pour particularité de se fixer aux groupements amines des 

protéines et de ne pas pouvoir traverser la membrane plasmique. Les 

protéines membranaires ainsi couplées à la biotine pourront être purifiées par 

affinité grâce à l’avidine en utilisant le kit ‘Cell Surface Protein Isolation Kit’ 
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(Pierce, Life Technologies) et de l'agarose avidine (Sigma-Aldrich) selon le 

protocole décrit par le fabriquant.  

Brièvement, Les cellules en monocouche préalablement traitées sont 

lavées trois fois avec du PBS froid (+MgCl2 +CaCl2) pH 8,0 (+4°C). Ensuite, les 

cellules sont incubées en présence de 1 mg/ml du cross-linker marqué à la 

Biotine (EZ-Link® Sulfo-NHS- Biotin) pendant 30 min à 4°C. Deux lavages sont 

effectués par la suite par du PBS (+MgCl2 +CaCl2) 100 mM Glycine afin 

d’éliminer tout excès de la Biotine. Puis, les cellules sont solubilisées dans 100 µl 

du tampon de lyse destiné à l’extraction des protéines. Les échantillons 

protéiques sont récupérés après incubation des lysats pendant 1 heure sous 

agitation à 4°C et puis centrifugation à 70 000 x g à l’aide d’une 

Ultracentrifugeuse pendant 30 min à 4°C. Après trois lavages dans le même 

tampon de lyse utilisé précédemment, le surnageant est incubé pendant la 

nuit avec 100µl d’Agarose–Avidine à 4°C en rotation, Le lendemain, nous 

séparons les protéines biotinylées du reste des protéines non-marquées à la 

Biotine par centrifugation à 9 000 x g pendant 1 min à 4°C. Les billes 

d’agarose sont lavées à 4°C plusieurs fois avec le tampon de lyse et deux fois 

avec du PBS (+MgCl2 +CaCl2) pH 8,0. Enfin l’élution ou la re-suspension est 

effectuée dans 100 µl du tampon de lyse complémenté par du LDS -Buffer 

(1X) et du DTT (1X) et 2 mM de la Biotine, après incubation pendant 1 heure à 

température ambiante sous agitation. L’expression des protéines d’intérêts est 

analysée par Western blot.  

6. PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) : 

6.1. Extraction des ARN totaux  

Les ARNs totaux sont extraits selon le protocole du «TRIzol» (Life 

Technologies) qui est basé sur la méthode de «Chomczynski and Sacchi». 

L’ARN est séparé de l’ADN dans des conditions acides en présence du 

guanidinium thiocyanate, acétate de sodium, phénole et chloroforme. 

L’ARN, récupéré dans la phase aqueuse, est précipité en présence de 

l’isoprpanole. Brièvement, les cellules contenues dans les puits des plaques à 
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6 puis et qui ont subi différents traitements sont lavées par le PBS et sont lysées 

dans 1 ml de TRIzol sous la hotte chimique. L’addition du chloroforme (200 µl) 

sous la hotte chimique suivie d’une centrifugation (1200 rpm ; 15 min ; 4°C), 

permet la séparation des trois phases : phase aqueuse (contient les ARN 

totaux), interphase (contient l’ADN et les protéines) et la phase organique. La 

phase aqueuse, qui contient les ARN totaux, est récupérée dans un tube 

eppendorf propre et les ARN sont précipités en présence de l’Isopropanole 

(500 µl) après centrifugation (1200 rpm ; 10min ; 4°C). Après deux lavages par 

l’Ethanol 70%, le culot des ARN est séché sous une hotte à flux laminaire puis 

solubilisé dans l’eau (Rnase et Dnase free). La lecture spectrophotométrique 

(au Nanodrop) aux longueurs d’ondes 260 et 280 nm nous permet de 

quantifier les ARN [DO à 260 : 1 (0.04 µg/µl)] et contrôler leur pureté (le 

rapport DO260/DO280 doit être entre 1,8 et 2). Afin de contrôler la qualité des 

ARN, 1 µg d’ARN totaux est sujet à une migration sur gel d’agarose. 

Brièvement, sur 1µg d’ARN totaux (qsp 25 µl) on ajoute 5 µl de bleu de charge 

6X (0,25% de Xylène Cyanol ; 30% de glycérol). Après, on dépose l’ensemble 

dans un gel d’agarose 1% [1g d’Agarose dans 100 ml de TBE 1X (90 mM Tris-

Borate ; 0,02 M d’EDTA]. La migration s’effectue à 100 v pendant 20 min et la 

visualisation des ARNs se fait après incubation des gels dans le BET (Bromure 

d’Ethidium) sous rayonnements UV dans un « Gel imaging system». Le profil 

normal des ARNs non dégradés consiste à voir essentiellement 2 bandes des 

ARNs ribosomaux non dégradés (28S et 18S). 

6.2. RT-PCR (Reverse Transcription PCR): 

La reverse transcription est une transcription inverse d'un acide 

ribonucléique (ARN) en ADN complémentaire (ADNc). C’est une technique 

utilisée pour évaluer l’expression des gènes. Une amorce de ‘random 

hexamer’ est utilisée pour amorcer la réverse transcription de tous les ARNm. 

La reverse transcriptase utilisée est la Maxima Reverse Transcriptase (Thermo 

Fisher Scientific) qui est active à 60°C et comporte une activité Rnase H qui 

élimine les ARN qui ont servis comme matrices à la reverse transcriptase. 

Brièvement, 1 µg d’ARN totaux sont incubés pendant 60 min à 60°C dans un 
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volume réactionnel de 20 µl contenant : ARN totaux (1 µg) ; ‘random 

hexamer’ (2,5 µM) ; dNTP (500 µM) ; Tampon de la Maxima Reverse 

Transcriptase (1X); la Maxima Reverse Transcriptase (10 U/ul) ; Eau Rnase et 

Dnase free (qsp 20 µl). Après, une incubation à 85°C pendant 5 min est 

nécessaire pour inactiver l’enzyme transcriptase. 

6.3. Réaction en Chaîne par Polémyrase quantitative 
en temps réel : qRT-PCR 

Le principe de la PCR quantitative est basé sur la possibilité de suivre au 

cours du temps « en temps réel » le processus de la PCR et alors la détection 

puis quantification de la fluorescence émise par l’agent fluorescent. La 

fluorescence émise est collectée à chaque cycle de la PCR et représente la 

quantité de produits amplifiés à cet instant, et le signal émis est proportionnel 

à la quantité du gène amplifié par PCR.  

Plus l’échantillon analysé est concentré en gènes cibles à l’origine, 

moins il faudra de cycles pour atteindre un point pour lequel le signal 

fluorescent est significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est défini 

comme le Ct (threshold cycle) et apparaît en début de phase exponentielle.  

Si l’on suit la fluorescence au cours du temps d’une PCR en temps réel, on 

observe une augmentation de cette fluorescence et donc du nombre de 

fragments PCR en 3 phases distinctes (Figure 29):  

� Phase de bruit de fond : La quantité de fragment amplifié est 

insuffisante pour générer un signal fluorescent supérieur au bruit de fond (et 

donc la fluorescence générée).  

� Phase exponentielle : La quantité de fragments amplifiés génère un 

signal fluorescent supérieur au seuil de détection de l’appareil, puis le 

nombre de produits amplifiés double à chaque cycle. En coordonnées 

logarithmiques, cette phase est représentée par une droite.  

� Phase de plateau (ou de saturation) : certains composants de la 

réaction deviennent limitants (exemple la Taq). Et à ce stade le système ne 

permet plus une amplification exponentielle.   
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Figure 29 : Schéma d’une courbe de suivi d’une réaction PCR en temps réel ; 
représentant les différentes étapes du cycle d’amplification qRT-PCR  

 
Dans la présente étude nous avons utilisé deux types d’agents de 

fluorescence :  

� Le premier utilise une sonde interne fluorescente spécifique du produit 

amplifié, appelées sondes d’hydrolyse ou sondes Taqman (Applied 

Biosystems) utilisent l’activité 5’ exonucléasique de la Taq polymérase pour 

hydrolyser une sonde fluorescente fixée sur sa cible. Cette cible se situe à 

l’intérieur d’un produit PCR amplifié par deux amorces. Elle s’hybride durant 

la phase d’hybridation – allongement de la PCR. Cette sonde contient un 

fluo rapporteur à son extrémité 5’ dont l’émission est quenchée par un 

second fluorophore situé à l’extrémité 3’. Le système Taqman utilise une 

étape combinée d’hybridation et de polymérisation à 60-62°C. 

� Le second type de format utilise les propriétés d’un fluorophore 

spécifique de l’ADN, dit le SyBerGreen, qui s’incorpore dans le petit sillon de 

la double hélice d’ADN et fluoresce. En PCR temps réel, on observe une 

augmentation du signal au cours de l’étape d’élongation et une chute de 

ce même signal au moment de la dénaturation. Avec ce type d’agent 

fluorescent, on mesure donc l’augmentation de fluorescence à la fin de 
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chaque étape d’élongation de chaque cycle. La spécificité de cette 

technique dépend complètement de la spécificité des amorces utilisées. La 

vérification de cette spécificité est réalisée à la fin de l’étape 

d’amplification grâce à la courbe de fusion : on observe la diminution de la 

fluorescence en fonction de l’augmentation de la température. Un pic de 

fusion d’un produit PCR va se distinguer facilement des pics de fusion de 

produits non spécifiques qui vont fondre à des températures plus faibles en 

des pics généralement plus larges. 

Les oligonucléotides (amorces) sont achetés auprès de la boite 

‘Eurofins Genomics’. Les Q-PCR sont  réalisées sur l'équivalent de 10 ng d'ARN 

total par tube dans un volume final de 18 ml [117, 207]. Chacune des 

amorces et des sondes est contrôlée pour les inter-réactions, et pour fournir 

une efficacité d'amplification optimale testée avec des courbes 

d'étalonnage construites à partir de pools d'ADNc de plusieurs tissus et lignées 

cellulaires qui ont été dilués en série dans de l’H2O DNase-free. Nous avons 

utilisé également deux gènes de ménage, GAPDH et ‘TATA-box binding 

protein’ (TBBP), qui sont préalablement validées comme gènes de contrôle 

interne dans les tissus de la thyroïde.  

Les séquences des amorces et des sondes fluorescentes utilisées dans 

l’étude de l’expression des gènes cibles des deux espèces étudiés (homme et 

rat) sont présentées dans les tableaux ci-dessous Tableau 6 et 7. 
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Tableau 6 : Liste des séquences des amorces et des sondes fluorescentes TaqMan 
utilisées pour la qRT-PCR afin d’analyser l’expression en ARNm des gènes humains  

Nom de 
l’amorce 

Séquences des amorces Sonde fluorescente TaqMan 

DUOX1 5’-CCAGCAATCATCTATGGGGGC-3’ (+)  
 
5’-FAM-
AGCAGCGTGGTGAAGGCGG
AGC-3’ TAMRA 

5’-TGGGGCCGCTGGAACC-3’             (-) 

DUOX2 5’-CCGGCAATCATC TATGGAGGT-3’  (+) 

5’-CCTTGGGGCCTCTGGAATT-3’          (-) 

NOX4 
humaine 

5’-TGTCTTCTACATGCTGCTGACGTT-3’  (+) 5’-FAM-
CAAACTAATTTAGATACCCAC
CCTCCCGGC 3’-TAMRA 5’-CTGAGAGCTGGTTCGGTTAAGACT-3’ (-) 

p22phox 

humaine 
5’-GCGCTTCACCCAGTGGTACTT-3’      (+) 5’-FAM-

TTGTGGCGGGCGTGTTTGTGTG
- 3’ TAMRA 5’-GGTGGAGCCCTTCTTCCTCTT-3’        (-) 

NIS humain 5’-CCATCCTGGATGACAACTTGG-3’    (+) 5’-FAM-
AGAACTCCCCACTGGAAACA
AGAAGCCC-3’ TAMRA 5’-AAAAACAGACGATCCTCATTG- 3’    (-) 

TBBP 
humain 

5’-GAATATAATCCCAAGCGGTTTGC-3’  (+) 5’-FAM-
AGGATAAGAGAGCCACGAA
CCACGGC- 3’ TAMRA 5’-CTTAGCTGGAAAACCCAACTTCTG- 3’(-) 

Gene de 
ménage 
TBBP 

5’-GAATATAATCCCAAGCGGTTTGC-3’  (+) 5’-FAM-
AGGATAAGAGAGCCACGAA
CCACGC- 3’ TAMRA 5’-CTTAGCTGGAAAACCCAACTTCTG-3’ (-) 

 

Tableau 7 : Liste des séquences des amorces utilisées dans la qRT-PCR par le 
Sybergreen afin d’analyser l’expression en ARNm des gènes. 

Nom de l’amorce Séquences des amorces 

DUOX1 du rat 5’-GATACCCAAAGCTGTACCTCG-3’             (+) 

5’-GTCCTTGTCACCCAGATGAAG-3’               (-) 

DUOX2 du rat 5’-TGCTCTCAACCCCAAAGTG-3’                   (+) 

5’-TCTCAAACCAGTAGCGATCAC-3’              (-) 

NIS du rat 5’-GCTCATCCTGAACCAAGTGA-3’                (+) 

5’-ACGAGCATTACCACAACCTG-3’               (-) 

NOX4 du rat 5’-TCCATCAAGCCAAGATTCTGAG-3’           (+) 

5’- GGTTTCCAGTCATCCAGTAGAG-3’           (-) 

GAPDH du rat 5’-TGATTCTACCCACGGCAAGT-3’                 (+) 

5’-AGCATCACCCCATTTGATGT-3’                   (-) 
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7. Analyse statistique : 

Les analyses statistiques sont effectuées à l'aide du logiciel GraphPad. 

Le test Student (comparaison des moyennes), le F-test (test Fisher pour la 

comparaison des variances), ainsi que le test ANOVA à deux paramètres 

(two-way-ANOVA) sont utilisés dans l’ensemble des analyses statistiques. Le 

niveau de signification est fixé à p <0,05 pour un intervalle de confiance de 

95%. Les analyses comparatives des niveaux d’expression des gènes à travers 

la base de données TCGA sont présentées sous forme de médianes ± (valeur 

minimale et maximale).  
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Résumé de l’article  

Objectifs : L’oncogène BRAFV600E, un puissant activateur de la voie MAP 

kinase, est détécté dans 40 - 60% des cancers thyroïdiens papillaires (PTC) qui 

représentent 80% de la totalité des cancers thyroïdiens. Il est associé à une 

diminution/perte des gènes impliqués dans l’organification de l’iode, tels que 

le Sodium/Iodide Symporter (NIS), et alors aussi aux cancers thyroïdiens les 

plus agressifs réfractaires à la radiothérapie métabolique. L’inhibition de la 

voie MAP kinase induite constitutivement par l’oncogène BRAFV600E ne permet 

pas seule de rétablir l’expression du NIS, chez des patients atteints d’un 

cancer de la thyroïde porteur de la mutation BRAFV600E. Ce qui suggère que 

d’autres mécanismes compensatoires peuvent contribuer à cette 

radiorésistance. Des études récentes ont démontré que le TGFβ joue un rôle 

clé dans le développement des cancers, suggérant ainsi un rôle potentiel du 

TGFβ fonctionnel dans  les cancers thyroïdiens induits par l’oncogène 

BRAFV600E. Résultats : Dans la présente étude en utilisant deux lignées humaine 

issu de cancers thyroïdiens mutés BRAFV600E, et une lignée cellulaire 

thyroïdienne de rat exprimant conditionnellement l’oncogène BRAFV600E: 

PCCL3, nous avons montré d’une part que l’expression de la NOX4 au niveau 

transcriptionnel est régulée positivement par l’oncogène BRAFV600E via 

l’activation de la voie de signalisation TGFβ/Smad3. D’une manière plus 

intéressante, l’inhibition spécifique de l’expression de NOX4 par des SiRNA 

permet de réinduire l’expression du NIS et ainsi le levé de sa répression induite 

par l’oncogène BRAFV600E. Innovation et Conclusion : Nos résultats établissent 

alors un lien de corrélation positive entre BRAFV600E et NOX4, ce que nous 

avons confirmé par une analyse comparative de l'expression de la NOX4 

chez l'homme, effectuée sur une cohorte de à peu près 200 échantillons issus 

de PTC mutés BRAFV600E et Non-muté BRAFV600E, à partir de la base de 

données TCGA. Egalement l'analyse de tumeurs thyroïdiennes humaines et 

murines porteuses de la mutation BRAFV600E a prouvé que le niveau 

d’expression de la NOX4 est inversement corrélé à la différentiation 

thyroïdienne, suggérant que les autres gènes impliqués dans la différentiation 

thyroïdienne, en plus du gène NIS, peuvent être réprimé par des mécanismes 
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sensibles à l’état redox, sous l’effet des ROS produites par la NOX4. Donc 

cette étude ouvre une nouvelle opportunité d’optimisation de la thérapie 

métabolique des cancers thyroïdiens par l’iode radioactif I131. 

Mot clés : Cancer thyroïdien papillaire (PTC), radiothérapie 

métabolique, Natrium Iodide Symporter (NIS), l’oncogène BRAFV600E, NADPH 

oxydase 4 (NOX4), ROS. 
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Introduction de l’article : 
La NADPH Oxydase NOX4 est un médiateur critique de la 

régulation négative de l’expression du sodium/Iodide Symporter 

induite par l’oncogène BRAFV600E dans les cancers papillaires de la 

thyroïde 

 
L’incidence des cancers de la thyroïde a augmenté courant les 

dernières années dans le monde d’une manière alarmante. Cette incidence 

est deux fois plus élevée chez la femme que chez l’homme. La majorité des 

cancers de la thyroïde sont des cancers différenciés de type papillaires (80% 

des patients). Ceux-ci se caractérisent notamment par la présence chez 

l’adulte des mutations BRAF dans 40 - 60% des cas, et la mutation ponctuelle 

la plus détectée est la mutation BRAFT1799A qui code pour la protéine kinase 

oncogénique constitutivement active BRAFV600E [139]. Cette mutation est 

associée à une invasivité et agressivité plus importante des tumeurs et donc 

un pronostic plus faible de cette maladie [170]. Elle est également associée à 

la dédifférenciation des cellules thyroïdiennes avec une diminution de 

l'expression des gènes impliqués dans la fonction thyroïdienne [169]. 

La capacité d’accumulation de l’iode par la thyroïde est assurée par le 

symporteur sodium iode (NIS pour Natrium Iodide Symporter) : une 

glycoprotéine membranaire localisée à la membrane basolatérale des 

thyrocytes. Cette propriété à capter l’iode circulant a été utilisée pendant 

longtemps dans le diagnostic et le traitement des différentes pathologies de 

la thyroïde. Elle permet le diagnostic et le traitement des cancers de la 

thyroïde avec l'iode radioactif (I131), et on parle de la thérapie à l’iode 

radioactif ou bien radiothérapie métabolique. Cependant, en raison d’une 

altération de l’expression de ce transporteur membranaire (NIS) dans 

certaines tumeurs et métastases, certains patients ne peuvent pas bénéficier 

de cette thérapie. Ils sont dits cancers réfractaires à la radiothérapie 

métabolique et sont de ce fait radiorésistants. Afin d’améliorer l’efficacité du 
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traitement des cancers thyroïdiens résistants à la radiothérapie métabolique, 

il est important de bien comprendre les mécanismes impliqués dans la 

régulation négative de l’expression du NIS. 

Les tumeurs mutées BRAFV600E sont souvent associées à une diminution 

importante ou une perte complète de l'expression du NIS. La voie MAP 

kinase/ERK joue un rôle majeur dans la tumorigenèse et dans la progression 

des cancers papillaires, et BRAF est un puissant activateur de cette voie. La 

présence d'une mutation BRAF prédit une grande sensibilité des cancers 

humains aux inhibiteurs de MEK [228]. Ainsi, des lignées cellulaires 

cancéreuses de la thyroïde mutées BRAFV600E sont démontrées sensibles aux 

inhibiteurs de la voie MAP kinases (MAPK) [228, 229], et de petites molécules 

d'inhibitrices de BRAF ou de MEK peuvent restaurer la capacité des thyrocytes 

à absorber l'iode radioactif dans les tumeurs thyroïdiennes de souris 

transgéniques avec une expression conditionnelle de l’oncogène BRAFV600E 

induite par la doxycycline [171]. Cependant, il a été également observé que 

l'inhibition de la voie MEK ne corrige pas la répression de l’expression du NIS 

fonctionnel induite par BRAFV600E dans une lignée cellulaire de la thyroïde de 

rat [167]. Et lors d’une étude clinique pilote chez des patients atteints de 

cancers thyroïdiens métastatiques porteurs de la mutation BRAF et 

réfractaires à la radiothérapie métabolique, l'inhibition de la voie MAPK 

n’inhibe pas complètement la progression du cancer et les effets induits par 

l’oncogène BRAFV600E. En effet, sur neuf patients, seulement un seul a pu 

bénéficier d’une radiothérapie à l’iode 131 à l’issue du traitement par le 

Selumetinib, un inhibiteur des kinases MEK1 et MEK2 [230]. Plusieurs études ont 

montré que le TGF-β joue un rôle important dans ce processus. TGF-β est 

surexprimée dans les tumeurs humaines [162], y compris les tumeurs malignes 

de la thyroïde [231], et est un facteur pro-oncogène et pro-métastatique 

puissant. Son rôle dans le processus de carcinogenèse et dans la signalisation 

cellulaire est complexe, et le contexte cellulaire semble être un facteur 

déterminant de l'issue finale de la signalisation TGF-β dans les cellules 

normales et tumorales.  
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Le TGF-β est d’abord montré jouer un rôle important en tant que 

régulateur local de la fonction thyroïdienne en inhibant la croissance et la 

différenciation cellulaire dans plusieurs espèces [161, 232, 233]. Il peut être un 

puissant inhibiteur de l'expression des gènes spécifiques de la fonction 

thyroïdienne, tels que le NIS, la thyroglobuline (Tg), et thyroperoxydase (TPO) 

[155, 158, 159].  

L'expression de l’oncogène BRAFV600E induit la production de TGF-β1 

fonctionnel, ce qui conduit à l’activation d’une boucle autocrine TGF-β qui 

sert de médiateur, au moins en partie, des effets de oncogéniques de 

BRAFV600E, en particulier la diminution de l'expression du NIS [167], la migration 

cellulaire, l'invasivité et l’EMT [234]. Cependant, le mécanisme moléculaire à 

la base cette activation de la boucle autocrine TGF-β induite par BRAFV600E et 

son implication dans le développement des cancers de la thyroïde n’est pas 

encore démontrée. Des observations récentes suggèrent que les espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) jouent un rôle important dans l’EMT et la 

migration cellulaire induites par le TGF-β1, dans plusieurs types de cellules. 

Les NADPH oxydases (NOXS et DUOXs) produisent des ROS dans une 

grande variété de tissus [47]. Les cellules cancéreuses produisent des niveaux 

élevés de ROS et, dans certains cas, une production importante des ROS est 

liée à une dérégulation de l’expression des NOX/DUOX, comme il été 

démontré par exemple dans le cancer de la prostate [47], le mélanome 

[235], et le glioblastome [236]. Parmi les NADPH oxydases, la NOX4 est 

essentiellement exprimée dans un certain nombre de tumeurs telles que le 

cancer papillaire de la thyroïde [207]. Des études récentes ont démontré 

NOX4 comme étant un nouvel effecteur clé de la voie de signalisation TGF-β 

dans les cancers [237]. Ce qui nous mène à considérer NOX4 comme un 

candidat potentiel pour un système de production de ROS contrôlé par la 

boucle-TGF-β induite par BRAFV600E dans les cancers de la thyroïde. Dans 

cette étude, nous montrons que la NADPH oxydase NOX4 est régulée par 

BRAFV600E d’une manière dépendante de la voie TGF-β/Smad3 dans les 

cellules cancéreuses de la thyroïde, et que la production de ROS par NOX4 

joue un rôle crucial dans la diminution ou la perte de l’expression du NIS 
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induite par la mutation BRAF. Les résultats obtenus sont confirmés dans des 

échantillons de tissus de patients atteints de cancers de la thyroïde 

présentant la mutation BRAFV600E et chez la souris avec des tumeurs 

thyroïdiennes induites par la mutation BRAFV600E, en montrant ainsi une 

corrélation positive entre une expression accrue de NOX4 et la présence de 

la mutation BRAFV600E. D’une manière plus intéressante, les tumeurs mutées 

BRAF ont un score de différenciation thyroïdienne (TDS) inversement corrélée 

au niveau d'expression de NOX4. Ce qui soutient le modèle où les ROS 

produites par NOX4 inhibent l’expression des gènes impliqués dans la 

différenciation de la thyroïde au cours de la tumorigenèse. 

En outre, les modifications épigénétiques telles que la méthylation de 

l’ADN contrôlent le niveau de transcription des gènes et jouent un rôle 

primordial dans la carcinogenèse. Une hyperméthylation aberrante du gène 

NIS corrélée à une diminution de l’expression de l’ARNm du NIS est observée 

dans les cancers de la thyroïde [238, 239]. De manière réciproque, une 

réexpression du NIS est obtenue après traitement de lignées thyroïdiennes 

tumorales par des inhibiteurs d’ADN méthyltransférases (DNMT), enzymes 

catalysant la méthylation de cytosines présentes dans des séquences de 

dinucléotides CpG regroupées sous forme d’îlots dans la région promotrice 

du gène, tels que la 5-Azacidine et le Sodium butyrate [240] . Egalement, 

plusieurs études suggèrent que l’activité du promoteur de NIS est 

dépendante de l’état redox de la cellule [173]. Le Resveratrol, agent 

antioxydant [241], induit l’expression des facteurs de transcription, TTF1, TTF2 et 

PAX8, impliqués dans la régulation transcriptionnelle de l’expression du NIS, ce 

qui engendre une augmentation du taux d’expression du NIS au niveau 

transcriptionnel [242, 243]. 
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Figure 30: Les mécanismes moléculaires de la régulation négative de l’expression du 
NIS, d’après Spitzweg, C., et al [109]. 
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• La NOX4 est un nouvel acteur de la signalisation oncogénique 

induite par BRAFV600E et le TGF-β1 dans les PTCs : 

La mutation BRAFT1799A, qui code pour l’oncogène BRAFV600E est 

l’altération génétique la plus commune des cancers papillaires de la thyroïde 

[169]. C’est un puissant activateur de la voie de signalisation MAPK/ERK et, 

par conséquent, un régulateur critique de la croissance cellulaire, de la 

différenciation et de la transformation oncogénique. Par ailleurs, l’activation 

de la voie du TGFβ est également fortement associée à la progression et au 

développement des cancers de la thyroïde porteurs de la mutation BRAF 

chez la souris [234]. Puisque la surexpression du TGF-β dans les tumeurs 

thyroïdiennes humaines semble compatible avec ce rôle cela nous a 

conduits à explorer les mécanismes en aval qui contribuent à ces effets dans 

les tumeurs malignes de la thyroïde chez l’homme. Les ROS sont connus pour 

leur rôle d’effecteurs dans la voie de signalisation du TGFβ en participant 

notamment à l’induction de la transition épithelio-mesenchymateuse (EMT) et 

à la migration cellulaire dans plusieurs types cellulaires [244, 245]. Les ROS 

produites par la NADPH oxydase NOX4 ont été démontrées être impliquées 

dans les effets du TGFβ tels que la fibrose [246] et l’EMT [220].  

L’équipe a précédemment mis en évidence que NOX4 est surexprimée 

dans les cancers papillaires de la thyroïde (PTCs), cependant son rôle dans la 

pathogenèse de ce type de cancer demeure inconnu [207]. Dans cette 

étude nous montrons que l'expression de NOX4 est particulièrement élevée 

dans les PTCs porteurs de la mutation BRAFV600E, non seulement chez l’homme 

mais également chez la souris. En utilisant deux lignés cellulaires cancéreuses 

humaines porteuses de la mutation BRAFV600E et une lignée cellulaire de 

thyroïde de rat exprimant BRAFV600E de manière conditionnelle, nous mettons 

en évidence que la régulation de l’expression de NOX4 est contrôlée au 

niveau transcriptionnel par l’oncogène BRAFV600E via l’activation de la voie de 

signalisation du TGFβ dépendante de Smad3. Ainsi, les inhibiteurs 

pharmacologiques ciblant spécifiquement cette voie de signalisation altèrent 
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l’expression de lNOX4, et donc la génération de ROS intracellulaires, dans 

toutes les cellules thyroïdiennes testées, y compris dans les thyrocytes 

normaux humains après stimulation par le TGFβ. La protéine Smad3 est un 

facteur de transcription connu en tant qu’effecteur du TGF-β1. Des données 

récentes décrivent l'identification d'un élément de liaison de la protéine 

Smad3 au niveau du promoteur du gène NOX4 qui est impliqué dans sa 

régulation transcriptionnelle par le TGF-β1 [220]. Par conséquent, il n’est pas 

exclu que la régulation de NOX4 par le TGF-β1 dans les cellules thyroïdiennes 

soit due à une augmentation de l’activité du promoteur du gène via la liaison 

du facteur Smad3. 

 La NADPH oxydase NOX4 est la seule isoforme dont l’activité est 

associée directement à son niveau d’expression. En outre, 

l’hétérodimérisation de NOX4 avec son partenaire fonctionnel, la p22phox est 

essentielle et suffisante pour augmenter son activité enzymatique de 

production de ROS. Ainsi, contrairement aux autres NOXs, elle ne nécessite 

pas la présence de facteurs cytosoliques pour être active [47, 208]. A 

l’exception de quelques cas, tels que ceux observés avec les cellules BCPAP 

et 8505C, la p22phox n’est généralement pas régulée par le TGF-β1 au niveau 

transcriptionnel.  L’augmentation du niveau de la protéine p22phox par le TGF-

β1, mise en évidence dans la majorité des cas, est souvent due à une 

stabilisation de la protéine par son interaction avec NOX4 [208].  

La voie MAP kinase contribue à la progression des cancers induits par 

l’oncogène BRAFV600E. Il a été montré qu’une activation constitutive de cette 

voie est requise pour une activation optimale de la voie de signalisation du 

TGF-β induite par BRAFV600E dans les cellules cancéreuses de thyroïde murines 

[234]. Cependant, dans la lignée de rat exprimant de manière conditionnelle 

BRAFV600E, l'implication de la voie MEK-ERK dans les effets du TGF-β a été 

montrée être sélective. En effet, contrairement à l’EMT, la régulation négative 

de l’expression du NIS  était décrite comme étant un processus indépendant 

de la voie MEK-ERK [167]. Dans notre étude, il apparaît que l'inhibition de la 

voie MEK altère l’activation de Smad3 et diminue l’expression de la NADPH 

oxydase dans les deux lignées cellulaires humaines porteuses de la mutation 
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BRAFV600E indiquant que l’expression de NOX4 induite par l’oncogène, via une 

boucle autocrine de stimulation par le TGF-β, est dépendante de la voie MEK-

ERK. 

• La régulation de l’expression de l’ARNm du NIS 

Puisque la régulation négative de l’expression du NIS induite par 

l’oncogène BRAFV600E a été montrée dans une précédente étude être 

dépendante du TGF-β1, il nous a paru important d’analyser si les ROS 

générées par NOX4 sous l’effet du TGF-β1, pouvaient être impliquées dans ce 

mécanisme. En utilisant un antioxydant tel que le N-acetyl cystéine (NAC) ou 

en inhibant l’expression de NOX4 par ARN interférence, nous montrons pour la 

première fois que l'expression du gène SLC5A5 codant le NIS pourrait être 

contrôlé au niveau transcriptionnel par un mécanisme redox dans les cellules 

cancéreuses thyroïdiennes. Nos résultats mettent en évidence que le TGF-β1, 

induit par BRAFV600E, réprime l'expression du gène SLC5A5 via les ROS produites 

par NOX4 sous l’effet de l’activation de la voie de signalisation dépendante 

de Smad3.  

De manière intéressante, il a été précédemment décrit que le TGF-β1 

peut réguler négativement l’expression du NIS selon un mécanisme qui 

implique une interaction fonctionnelle entre les deux facteurs de transcription 

: PAX8, régulateur critique de la transcription du gène codant le NIS, et 

Smad3. Cette interaction entraîne une inhibition de l'activité de transcription 

de PAX8 [159]. A la lumière de nos nouvelles données, il est envisageable que 

Smad3 puisse aussi contribuer à l'inhibition de l'action de PAX8 par un 

mécanisme d’oxydation, au travers de la production de ROS par NOX4. En 

outre, une régulation redox de PAX8 a été décrite  dans les cellules 

thyroïdiennes du rat FRTL5 [247]. Par ailleurs, l'analyse des résultats obtenus 

avec les tissus tumoraux humains et murins met en évidence que le niveau 

d'expression de NOX4 est inversement corrélé à la différenciation 

thyroïdienne, ce qui suggère que, au-delà du gène codant le NIS, l’expression 

d'autres gènes impliqués dans cette différenciation peux être éteinte par un 

mécanisme finement contrôlé par les ROS produites par NOX4.  
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Ce mécanisme pourrait impliquer des modifications épigénétiques 

sensibles à l’état redox tels que la méthylation de l'ADN et l'acétylation des 

histones [248]. Une hyperméthylation du promoteur du gène codant le NIS est 

observée dans les cas de PTCs porteurs de la mutation BRAFV600E [249, 250], et 

l'utilisation d'agents déméthylants restore le captage de l’iode par les cellules 

où la région promotrice est méthylée in vivo. De manière intéressante, il a été 

montré que les ROS engendrent un déséquilibre épigénétique en affectant 

les mécanismes de déméthylation de l'ADN, par la génération de lésions à 

l’ADN [251]. Ainsi des dommages oxydatifs contribueraient à la relocalisation 

d'un complexe de répression contenant les ADN méthyle transférases 

(DNMTs) aux régions promotrices impactées [252]. Les mécanismes 

moléculaires impliqués dans un contrôle redox potentiel de l’expression de 

gènes impliqués dans la différenciation thyroïdienne via la génération de ROS 

par NOX4 doivent être maintenant investigués.  

De manière importante, l’augmentation de l’expression des ARNm 

codant le NIS et la thyroperoxydase (TPO), observée au cours de 

l’ontogenèse thyroïdienne, n’est pas associée à une diminution de 

l’expression de NOX4 dans la thyroïde fœtale suggérant que la régulation de 

la fonction thyroïdienne lors du développement fœtal humain ne dépend 

pas de NOX4. 

• La NOX4, une cible thérapeutique potentielle ? 

Dans une étude clinique, l’utilisation d’un inhibiteur de la voie MAPK tel 

que le Selumetinib, chez des patients atteints de cancers papillaires 

métastatiques et réfractaires à la radiothérapie métabolique, n’a restauré 

que partiellement l’incorporation de l’iode radioactif dans les tumeurs de 

patients mutées BRAF, en revanche le traitement a donné de bien meilleurs 

résultats chez des patients ayant des tumeurs porteuses de la mutation RAS 

[249]. Or, l’Analyse des cas de PTCs humains faite à partir des données 

« TCGA » montre que le niveau d'expression de NOX4 est corrélé au niveau 

d’activation de la voie ERK. Notre équipe a récemment montré que la 

surexpression de l'oncogène H-RASV12 régule l’augmentation du taux 

d’expression de NOX4 dans les cellules thyroïdiennes [217]. Ceci souligne que 
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l'expression de NOX4 dans les tumeurs de la thyroïde peut dépendre du 

degré d'activation de la voie MAPK kinase. Les cas de PTCs porteurs de 

l’oncogène BRAFV600E constituent un groupe hétérogène de tumeurs avec 

des degrés variables de différenciation [169]. Puisque le niveau d’expression 

de NOX4 semble être corrélé avec le niveau de dédifférenciation 

thyroïdienne dans les PTCs mutés BRAFV600E, il serait particulièrement important 

d’évaluer l’impact potentiel de NOX4 en tant que marqueur prédictif à la 

réponse à la radiothérapie métabolique chez des patients atteints de 

cancers thyroïdiens métastatiques.   

En outre, cette étude identifie NOX4 comme une cible thérapeutique 

potentielle à travers son rôle dans la régulation négative de l’expression du 

transporteur de l’iode NIS. Il serait particulièrement intéressant d’évaluer 

l’effet d’inhibiteurs spécifiques de la NOX4 en association avec des inhibiteurs 

de la voie MAPK kinase sur la potentialisation de la radiothérapie 

métabolique. 
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Lors de notre étude nous avons montré que l’oncogène BRAFV600E via la 

voie du TGF-β dépendante de Smad3 régule l’expression de la NADPH 

oxydase NOX4 dans les cellules issues des cancers papillaires.  

Les perspectives concernant cette étude portent sur l’identification et 

la caractérisation du mécanisme par lequel les ROS produites par NOX4 

altèrent la régulation de l’expression du gène codant le NIS. Le caractère 

réversible de l’extinction de l’expression du gène SLC5A5 (NIS) par NOX4 

suggère l’intervention d’un mécanisme épigénétique. En effet, une 

hyperméthylation aberrante du gène SLC5A5 (NIS) corrélée à une diminution 

de l’expression de l’ARNm du NIS a été observée dans les cancers de la 

thyroïde [238, 239]. De manière réciproque, une réexpression du NIS est 

obtenue après traitement de lignées thyroïdiennes tumorales par des 

inhibiteurs d’ADN méthyltransférases (DNMT), enzymes catalysant la 

méthylation de cytosines présentes dans des séquences de dinucléotides 

CpG regroupées sous forme d’îlots dans la région promotrice du gène [240]. 

Collectivement, ces données confirment que l’expression du NIS est contrôlée 

par méthylation. Les ROS induisent des altérations épigénétiques. Une étude 

récente a montré que les ROS en provoquant des lésions oxydatives à l’ADN, 

comme la 8-oxoguanine, favorisent le recrutement des DNMTs, en particulier 

DNMT1 et DNMT3B, aux sites de chromatine endommagée, contribuant ainsi 

à la méthylation aberrante de certains gènes et donc à leur extinction [252]. 

Nos résultats préliminaires montrent que les deux lignées cellulaires BCPAP et 

8505C expriment la forme phosphorylée de l’histone H2AX (γH2AX), un 

marqueur des dommages à l’ADN et que l’inhibition de NOX4 par ARN 

interférence diminue de manière significative l’expression de ce marqueur 

(Figure 31). Notre hypothèse est que NOX4 en produisant des ROS induit des 

lésions oxydatives à l’ADN qui favorisent la méthylation d’îlots CpG localisés 

dans la région promotrice du NIS contribuant ainsi à son extinction.  
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Figure 31: L’expression du γH2AX dans les deux lignées cellulaires BCPAP et 8505C. 

Afin de répondre à cette hypothèse, il serait également important de 

d’étudier l’expression subcellulaire de la protéine NOX4. Dans différents 

modèles cellulaires, NOX4 est active non seulement à la membrane 

plasmique, mais aussi dans d’autres compartiments et organites 

intracellulaires, comme le réticulum endoplasmique, les mitochondries et le 

noyau [213, 214]. Plusieurs variants d'épissage de NOX4 ont été décrits [212]. 

Nous avons observé une expression de la protéine NOX4 dans trois fractions 

cellulaires issues de cellules PTCs comprenant respectivement le noyau, le 

réticulum endoplasmique et les mitochondries. Dans les cancers du sein et de 

l'ovaire, une isoforme de 73 kDa de NOX4 a été identifiée au niveau des 

mitochondries et est décrite comme étant une protéine de nature 

oncogénique [253]. Lors de cette étude, l’analyse de l’expression de NOX4 

par Western-blot identifie trois isoformes de la protéine NOX4 de poids 

moléculaires approximatifs de 55 kDa, 65 kDa et 75 kDa (Figure 32). L’isoforme 

55 kDa est retrouvée majoritairement au niveau des fractions mitochondriales, 

nucléaires et endoplasmiques. Ainsi NOX4 serait une source de ROS dans ces 

trois compartiments cellulaires. La présence de NOX4 dans l'environnement 

nucléaire pourrait induire des changements de l’état redox lesquels 

pourraient moduler l'expression du gène SLC5A5 (NIS) selon divers 

mécanismes affectant l’ADN lui-même, les histones, les interactions ADN-

protéines et les modifications post-traductionnelles. Les fonctions des trois 
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isoformes doivent être étudiées dans les cellules tumorales thyroïdiennes 

(BCPAP et 8505C), afin de mieux comprendre le rôle oncogénique de NOX4 

dans le développement des PTCs.  

 

Figure 32: L’expression de la NOX4 dans les différents compartiments cellulaires des 
deux lignées cellulaires BCPAP et 8505C. 
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