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RESUME

Buts : Plusieurs études ont rappaté I'impor tance de la télomérase, enzyme qui main
tient la longueur des télomees, au cours de la cancégénese. Le but de no& étude

a été de détecter l'activité de la télomérase par méthodes semi-quantitatives et in situ
et quantifier I'expr ession de sa sous-unité hTERdans un gioupe de cacinomes vési
caux afin d'évaluer son intérét diagnostique et ponostique.

Matérid et Méthodes : L'activité tdomé asique (AT) a été détectée par lamé&hode de
TRAP (“Telomericrepeat amplification protocol”) sur une s&riede 29 car dnomes vési-
caux & sur 3 muqueuses saines. L es niveaux d' expression du gene hTERT ont & é étu-
diés par RT-PCR quantitative en tempsréel. La détection in stu de I'AT a été réalisce
en utilisant lemémekit quelaméhode TRAP, appliqué sur coupestissulair es congelées
uniquement sur les casdiscor dantsentrela déection del'AT et celled' ARNm hTERT.

Résultats: Une AT a été détectée par TRAP dans 15 des 29 caromes. De 'ARNm
hTERT a été détecté et quantifiable dans la totalité des échantillons tumoraux. Il exis
tait une association significative eng I'AT et les niveaux d'expession d'ARNmM
hTERT. La détection in situ de I'AT a mis en évidence une hétégénéité de I'A au
sein du tissu tumoral. Il existait une corrélation significative ente le niveau d'ex
pression d'ARNmM hTER et les grades et stades histologiques tumoraux.

Conclusion: La détection d'/ARNm par RT-PCR quantitative en temps réel semble
étre une méthode sensible dans le diagnostic du carome vésical avec une bonne
corrélation au grade et au stade tumoral. Ainsi, I'évaluation quantitative de 'ARNm
hTERT pourrait étr e un marqueur de progression tumorale utile dans le diagnostic
précoce et le suivi des cainomes de vessie.

Mots clés : Cancer de vessie, télomérase queur diagnostique, mgueur pronostique, vessie, hTER
RT-PCR.

Le carcinome vésical est le 5eme cancer en fréquendement, aucune méthode ne s’est réellement imposée.
en Europe et représente en France la 6éme causeldecytologie urinaire a une bonne spécificité mais une

mortalité par cancer chez I'homme [4]. La récidive esensibilité qui dépend de la qualité du prélevement et
la progression sont fréquents ce qui nécessite ure sde I'expérience de I'anatomopathologiste, en padticu

veillance stricte des patients méme asymptomatiquelger pour la détection de tumeurs de bas grade [5]. La
Le suivi des patients porteurs d’'un carcinome de vess@ytoscopie avec biopsie reste I'examen de référence
nécessiterait une méthode simple et non invasive pourais est inconfortable pour le patient et non dénuée de
permettre de dépister les récidives urothéliales. Actuel
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complications. De plus, elle ne permet pas toujours lafin d’évaluer I'expression de la télomérase dans son
diagnostic en cas de tumeurs débutantes de petite taillmntexte topographique.

pouvant passer inapercues. La recherche d'un mag

queur fiable pour dépister les tumeurs de vessie sergﬁ&i ﬁ?rté%zedtg?ae} (éllg)r(r?éfassséonagisnu;igih%? IL?e%}%mR?O
d’'une grande aide diagnostique. Plusieurs marqueu P 9

moléculaires ont été testés et proposés (p53, Ki-67 R quantitative en temgs reel a ete realisée. Nous

. oo L ’ avons comparée avec l'activité télomérasique sur
p21) mais aucun ne s'est impose et ils sont encore Broyat tissulaire dans une série de carcinomes de ves
évaluation [10, 13]. roy . .

sie. En cas de discordance entre ces 2 méthodes (TRAP

Récemment, plusieurs travaux ont rapporté le réle det hTER') une évaluation de I'activité télomérasique a
structures spécialisées, les télomeres, situés aux extété réalisée plus spécifiguement par la méthode TRAP
mités des chromosomes eucariotes, au cours de-la camsitu afin de connaitre la répartition de I'expression
cérogénese. Enfetf, le maintien de la longueur des sur les coupes de tissus. Le but final était d’analyser les
téloméres sous l'action d’'une enzyme la téloméraseorrélations existantes entre I'activité télomérasique et
serait nécessaire a l'immortalité cellulaire [17]. Ledes principales caractéristigues anatomo-pathologiques
télomeres humains sont des séquences d’ADN nast cliniques afin de savoir si la télomérase pouvait étre
codant constituaient de motifs hexameriques répétéstilisée comme marqueur pronostique des cancers vési
lls jouent un réle majeur dans la stabilité des extrémicaux.
tés chromosomiques en les protégeant contre les pertes,
les mécanismes de fusion et les recombinaisons ren
dant ainsi la cellule immortelle.dctivité de la téle
mérase est réprimée dans la plupart de ces cellules
somatiques humaines normales, alors qu’elle est-expi¥ingt-neuf tumeurs de vessie ont été étudiées, lespré-
mée dans les cellules souches a renouvellement pernhéements ont &é obtenus soit sur piéce de cystecto-
nent, les cellules germinales et dans la plupart des céhie, soit sur copeaux de résection endoscopique de
lules tumorales humaines [17]. vessie. Trois échantillons detissus vésicaux normaux,

. . . ont égdement é&¢é analysés comme témoins. Tous ces
En 1994Km et al ont mise au point la methode TRAPéch:ngtillons ont étéimr¥1édiatement congelésdansdes
(Telomeric Repeat Amplification Protocol) 1]l Par rvotubes secs en azote liouide A— 196° C. buiS Stoo-
cette technique, dans des travaux récents s’intéressan\f 3 - 80° C. Pard Iélemqent une étude hi,s?ologique

aux tumeurs vésicales, l'activité télomérasique a € - S = i
détectée dans 78 & 100% des cas [5, 14, 12], Ces étu é’;lgdard des FISSUS,tl:lm,OI’QU?( apres flxat|c1)r} et |nc_Iu
S0n enparaffine a &é réalisée permettant I évaluation

suggerent que l'activité télomérasique pourraitjouergau grade de différendiation selon les critéres de I Or-

réle majeur dans l'immortalisation des cellules Vés'ganisation Mondiale de laSanté. Les tumeurs urothé-
cales tumorales et dans la carcinogénese urOthe“aIe'Iidesont été regroupéesen 3grades (G1, G2, G3) -

MATERIEL ET METHODE

Latélomérase humane est constituée principdement de
2 sous-unités: d’'une part, d’ une composante ARN (hTR)
qui sert de matrice al’élongation des téloméres et d’ une
us-unité catdytique protéque (WTERT) dont les génes

vant e caractére respectivement bien — moyennement
— peu différencié dela tumeur. De méme, une évalua-
tion du stade pTNM des tumeurs vésicalesa é é effec
tuée sdon la profondeur d’'invasion pariéale [19].La

ont &é recemment identifiés [17]. Méme s les mé&ca  dassification des tumeurs est résumée sur letableaul .
nismes d'activation de la tdomérase sont encore peu
connus, une corrélaion entre I’ expression de la sous
unité hTERT avec I'activité t€lomérasique a été mis en
évidence dans la plupat des cancers humans. Cette
étroite relaion suggére que la mesure de I’ expression du
géne hTERT peut étre utilisée commeunealternativeala
mesure de I'activité €loméasique[3, 7].

Méthode TRAP

Le kit Télomérase PCR Elisa a été utilisé, il s'agit
d’'une méthode non radio-active développée par Boeh
ringe Mannheim (Roche Molecular Biochemicals,
Meylan, France). Chacun des échantillons tissulaires a
fait I'objet des 15 coupes congelées a 10 um placées
La technique TRAP estfettuée sur broyat tissulaires dans un cryotube contenant 200 pl de tampons de lyse.
et teste donc une population hétérogéne de cellulégres incubation sur glace pendant 30 minutes, le lysat
tumorales pouvant montrer des niveaux d'expressiores été centrifugé a 16 000 g pendant 20 minutes a 4°C.
variables de la télomérase. En fait ce broyat peut-contke surnageant a été délicatement recueillit et transféré
nir non seulement des cellules tumorales mais €galdans un nouveau tube. La concentration protéine a été
ment des cellules du stroma ou des cellules inflammanesurée selon la technique de réduction du cuivre par
toires et notamment des lymphocytes qui peuvent prées protéines (BCA, Protein Assay kit, Pierce, Rock
senter une activité télomérasique lorsqu’ils sont activéferd, USA). Deux quantités protéiques (1 et 6 ug) ont
[21]. Aussi, nous a-t-il paru intéressant d’appliquer unété testées pour chaque échantillon. Un contréle positif
technigque de TRAP in-situ sur du tissu tumoral vésicgcellules de rein humain immortalisées fournies par le
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Kit) et un controle négatif (eau stérile) ont été testéfamorce oligonucléotique biotinylée, les amorces sens

parallelement. Le résultat était visualisé par la méthode1-TS biotinylées et antisens P2-CX, les nucléotides,
colorimétrique. Les échantillons éaient considérés  la Tagq polymérase et le tampon TRIS ont été déposés
comme positifs pour I'activité télomérasique, lorsque lasur les coupes tissulaires. Les lames ont ensuite subi
valeur diférentielle d’absorbance (entre 450 et 620une étape d’amplification dans un appareil de PCR in

nm) était supérieure a 0,2. Le contrble positif devaititu (Gene Amp In Situ, PCR System 1000, Perkin

avoir une valeur diérentielle d’absorbance supérieure EImer) avec tout d’abord élongation de I'amorce oligo

a 1,5 et le controle négatif une valeurfétiéntielle  nucléotique biotinylée pendant 30 minutes a 25° C,

d’absorbance inférieure a 0,25. puis inactivation de la télomérase pendant 5 minutes a

94° C.

Révélation Elisa : Cinquante pl de réactif dénaurant
L'ARN total était extrait des échantillons congelés ergtaent ensuite déposés sur chague coupe tissulaire
utilisant la méthode de I'acide phenol-guanidinium. Laavec incubation a température ambi ante pendant 10
gualité des ARN extraits a été déterminée par électraninutes. Aprés un bref ringage dans I’ eau stérile, les
phorése sur gel d’Agarose a 0,7% ave marquage &@@upesétaient recouvertes par 80 pl de tampon d’hy-
bromure d’ethidium. Les bandes d’ARN ribosomal 28Shridation puis recouvertes d’ une lamelle et incubées
et 18S étaient visualisées aprés exposition du gel a fgendant une nuit a 37°C en chambre humide Les
lumiére ultraviolette. La synthése cDNA était obtenuecoupesétaient ensuitelavées a3 reprises par 80 ul de
par réaction de transcription reverse . La transcriptiotampon de lavage fourni dans le kit. L’ anticorps anti-
reverse des ARN étaitfettuée en prenant le volume digoxigénine marqué a la fluorescéine (Anti-digoxi-
idéal pour chaque échantillon de fagon a obtenir 1 pgenin-fluorescein Fab fragments, Boehringer Mann-
d’ARN total par prélevement, soit 4 ul des solutionheim) dilué au 1/10me dans du tampon PBS, était
d’ARN a la concentration finale de 0,25 pg/pl. Seize pknsuite appliqué avec un volume de 80 pl par coupe,
d’'un mélange réactionnel (250 mmol/L TRIS-Hcl, pH les coupes incubant 2 heures dans I’ obscurité a tem-
8,3, 15 mmol/L MgCI2, 375 mmol/L KCI), 500 mol pérature ambiante. L es coupes &aient ensLite rincées
chaque dNTP20 unités d'inhibiteur de Rnasis Rnasea 2 reprises dans un tampon PBS, puis montées dans
(Promega Corp, Madison, WI), 10 mmol/L de dithio un milieu de montage pour examen en fl uorescence
threitol, 100 unités de Superscript Il Rnase H- revers¢Shandon-lmmumount, Pittsburgh). Les lames
transcriptase (Life &chnologies, Inc. Gaitherslr  étgent ensuite lues au microscope a fluoresence et
MD), 1,5 pmol d’hexamers (Pharmacia, Uppsala,-Sweinterprétées de facon semiquantitative de la fagon
den) et 1 ug de RNA. Les échantillons étaient ensuitgjyante : - absencede s gnal, + signal nucléaire pré-
incubés a 25°C pendant 10 minutes, puis 42°C pendaginte dans moins de 10 % des cdlules, ++ signal

30 minutes et enfin, 99°C pendant 5 minutes pour inagudéaire présent dans 10 & 50 % des cellules, +++
tiver la reverse transcriptaseoues les réactions PCR ggnal nucléaire présent dans plus de 50 % des cel-

ont eté réalisées en utilisant un ABI Prism 770Qes.

Sequence Detection System (Perkin-Elmer Applied ) ) ) L
Biosystems, USA). Pour cette amplification PCR, 2Une coupe de parenchyme testiculaire sain a éte utili
couples d’amorces avec sondes étaient utilisés succé§€ comme controle positif (présence d'une activite
sivement pour les génes étudiés RPLPO et ATER  télomérasique au sein des cellules germinales). Pour
séquence des amorces et des sondes ainsi que la tafftdque série de coupes techniquées le méme controle
des amplicons correspondants sont rapportés dans Resitif a été systématiquement inclus. Seules les cel
tableau Il. Les amorces choisies avaient été précédentles ayant un noyau a fluorescence positive ont été
ment validées et rapportées dans une étude précédefighsidérés comme ayant une activité telomérasique.
[1]. Sept contrbles positifs ont été inclus systématique

ment lors de chaque expérimentation. Le contrdle-négé\nalyses statistiques

tif a été efectué par omission d’ADNc dilué dans le
mélange PCR.

Méthode RT-PCR quantitative en temps réel

Les corrélations entre la présence d'une activité télo
mérasique et les principales caractéristiques anatomo-
Méthode TRAP in-situ pathologiques (stade et grade) des tumeurs de vessie
ont été évaluées par le test du CHI2f@é&nce signifi
L'activité télomérase in-situ a été testée en utilisant leative pour p<0,05). Ce méme test a été utilisé pour
méme kit PCR Elisa. Chaque prélévement congeléomparer la détection de l'activité télomerasique par
tumoral et non tumoral a fait I'objet de 2 coupes tissules méthodes de TRAP et TRAP in situ. Les moyennes
laires congelées au cryostat de 7 um d’épaisseur et ofies niveaux d’expression relatifs au gene hirBRt
été entourées de Dakopen puis stockées a — 80° €é comparées pour des groupes de tumeurs de stade ou
Apres bref séchage des lames a température ambiande, grade dférent en utilisant le test de Mann-Whitney

60 pL de la solution préte a I'emploi comportant U-test.
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RESULTATS I'activité télomérasique par la méthode TRAM cas
(T26) avait une faible expression hTER 10) avec
L'activité télomérasique a été positive pour 15 des 289ne activité télomérasique positive par la méthode
carcinomes de vessie (52 %) ; les 3 échantillons provRAPR L'activité télomérasique a été détectée par la
nant de vessies normales étaient négatiébl€awu 1). méthode TRAP in situ dans les 4 premiers cas (T8,
L'activité télomérasique est corrélée de maniére signiT13, T19, T25). Cette expression a été révélée par une
ficative avec le grade histologique (p = 0,042), maifluorescence nucléaire dans les cellules épithéliales
aucune corrélation n'a été retrouvée entre l'activitémalignes (Figures 1 et 2). A 'opposé, aucune activité

télomérasique et le stade histologiquat(€au II). n'a été décelée dans le cas T26 ou il y avait une faible
expression de TARNm hTERavec un TRAP positif.

Expression du gene hTER par RT-PCR quantitati-  [’évaluation semi-quantitative du pourcentage de cel

ve lules positives a donné les résultats suivants : 1 cas

, L 3 o avec une expression > a 50%, 1 cas entre 10 et 50%, 2
LARNm hTERT a été détecté dans la totalité des.55 < 34 10% de cellules positives.

échantillons tumoraux inclus dans I'étude. Parmi ces o o )
tumeurs, des diérences majeures dans les niveawAucun marquage nucléaire n'a eté retrouve sur les cel

d'expression relatifs du géne hTERNt été observées lules urothéliales normales. Dans les cellules du stro
(de 1,0 & 365,5). ma, un signal nucléaire a été retrouvé sur quelques

) i , lymphocytes, dans la vessie normale et dans les tissus
- 18 tumeurs avaient un niveau haut ARNm hTER carcinomateux; les résultats sons synthétisés sur le

(> 10) et ont €té considerées comme surexprimant B pjeau |.
gene hTER

- 11 tumeurs avaient des taux bas d’ARNm hTER
10). DISCUSSION

- Les 3 tissus provenant de vessies normales avaient Bns cette étude, en utilisant laméthode TRAP I activi-
taux d’ARNm hTER tres bas, simplement détectable  tglomérasique a été mise en évidence pour 15 des 29

par RI-PCR. Sur ces échantillons de vessies normale§, marsde vessie, mas 'a jamais été notée sur les pré

le taux d/ARNmM hTER était nettement inférieur a l&vements de vessies normaes. Parallélement. sur |’ en-
celui du taux de la plus faible expression de la tumelypie des échantillons tumoravix, cette clivité tél omé

T9 du tableau I. rad que a toujours été retrouv ée (& des taux variables) par

Les relations entre les variables histo-pathologiques détectiondel’ARNmhTERT. L a sensibilité delamétho-

ces tumeurs de vessie et le taux d’ARNm hTERt  deTRAP dans cetraval adoncétéde 52% cequi est net-

été étudiées sur le tableau Ill. Le taux moyen d’expredement inférieure a celle rapportée dansla littérature. En

sion de '’ARNmM hTEH dans les 13 tumeurs de basefé, lasensibilité delaméthode TRAP varie entre 78 et
grade, était nettement inférieur & celui des 16 tumeur0% [5, 14, 12, 20]. Plusieurs hypotheses peuvent étre

de haut grade (grade 3). De la méme maniére, la valeBioposées pour expliquer cesdifférences.

de hTER dans les 16 carcinomes superficiels de ves_ | 5 premiere est que les kits TRAP peuvent varier
sie (pPB/pT1) etait significativement inférieure aux 13 g ne gtude a I'autre. Certaines équipes utilisent des
tumeurs avec invasion musculaire (pT2/pT3/pT4). Lagriantes commerciales de la méthode TRAP avec des
corrélation entre l'activité télomeérasique et le tauxamorces tantot marquées avec des radio-isotopes, tan
d’expression ’ARNm hTERa €te excellent : sur les a1 ayec des fluoro-chromes, et parfois avec détection
11 tumeurs avec une faible expression NTERO  gog produits d'élongation secondairement amplifiés
avaient un TRAP neégatif ; sur les 18 patients qup,r migration sur gel d'électrophorése [14, 6, 15, 18].
avaient un hTERT, 14 avaient un TRAP positif  pe mame, d'autres équipes ont utilisé des seuils de
(p<0,001). positivité diférents [23, 20, 18]. La seule équipe qui a
travaillé avec les mémes seuils et la méme technique a
observé une sensibilité plus proche de celle de notre
étude (78%), il s'agissait d’'une petite série de 14 carci
La technique du TRAP in situ a été réalisée sur les BOMeS vesicaux [12].

tumeurs ou il y avait une discordance entre les 2 Les diférences de sensibilité peuvent également étre
méthodes (TRAP et hTHR, sur le cas contr6le (T21) dues aux dfrences entre les populations de tumeurs
et sur les échantillons de vessies normalabl€hu I).  de vessie étudiées, en particulier la distribution histolo

Sur les 5 cas de tumeurs a expression discordante,giﬂ“e en ;stade ette{‘n‘ gfréaifoée tdesd’tumeytrs ddq \I/,es?ie e
(T8, T13, T19, T25) avaient un haut taux d’ARNm CI€€S Sontsouventtresierentes d'une etude a fautre.

hTERT (> 10) associé a une absence de détection dePlusieurs études ont également souligné la présence

Détection de I'activité télomérasique par TRAP in
situ
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Tableau | : Mesure de I'activité télomérasique par les méthodes TRAFAP in-situ et hTERT par RIPCR quantitative (ARNm),
dans les tumeurs de vessie et dans la vessie normale.

Cas Histologie! Grade Stade TRAP TRAP in situ hTERT

Tumeur de vessie

T1 Epi G3 pT3 + 12.2

T2 TCC Gl pTa + 10.2

T3 TCC G3 pT2 - 2.2

T4 TCC G3 pT1 + 56.3

T5 TCC Gl pTa - 18

T6 TCC G2 pT1 + 58.0

T7 TCC G3 pT4 + 49.7

T8 TCC G3 pT2 - ++ 104.6

T9 TCC G1 pTa - 1.0

T10 TCC G3 pT3 + 160.8

T11 TCC G3 pT4 + 56.3

T12 TCC Gl pTa - 9.7

T13 TCC Gl pTa - + 275

T14 TCC G3 pT2 + 127.5

T15 TCC G3 pT1 + 21.6

T16 TCC Gl pTa - 7.6

T17 TCC Gl pTa - 7.8

T18 TCC G3 pT4 + 41.9

T19 TCC G3 pT2 - + 320.4

T20 TCC Gl pTa - 7.5

T21 TCC G2 pTa + +++ 184.7

T22 TCC G3 pTa + 55.9

T23 Adeno G3 pT3 - 6.4

T24 TCC Gl pTa - 31

T25 TCC G3 pT2 - +++ 92.2

T26 TCC G2 pTa + - 25

T27 TCC Gl pTa - 25

T28 TCC G3 pT3 + 33.6

T29 TCC G3 pT2 + 365.5

Vessie normale

N1 - - Neg

N2 - - Neg

N3 - - Neg

2TCC, cacinome transitionnel de vessie ; Adeno, adentiname ; Epi, cazinome épidermoide

Tableau Il. Amorces et sonde des séquences d’oligonucleotide utilisées.

Gene Amorce et sonde Taille de la séquence cible Sequence

(paires de bases)

RPLPO - Sens 149 5-GGCGACCTGGAAGTCCAACT'
- Antisens 5'-CCATCAGCACCACAGCCTTC-3'
- Sonde 5-ATCTGCTGCA CTGCTTGGAGCCCA-3'

hTERT - Sens 95 5'-TGACACCTCACCTCACCCAC-3'
-Antisens 5-CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC-3'
- Sonde 5' ACCCTGGTCCGAGGTGTCCCTGAG-3'

Tableau Ill Relation entre I'activité télomérasique @), le taux moyen hTERT et le stade/grade histopathologique.

Grade 1/2 Grade 3 pTa/pTl pT2/pT3/pT4
TA + 4 11 7 8
TA - 9 5 9 5
p* 0,042
Taux moyen hTER 24,92 94,19 28,6 105,6
P8 0,005 0,015

*: chi?
§ Mann-Whitney U-test. NS, non significatif.
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Figure 1. Tumeur urothéliale supeficielle (pTaGl) :
a- tumeur urotheliale coloration HES (hematoxylin et eosine- Figure 2. Tumeur urothéliale infilirante (pT3 G3) a-tumeur
saffran, x 25) b-intense positivité nucleaire et/ou cytoplas urotheliale coloration HES (hematoxylin et eosine-gedn, x
mique des cellules tumorales par méthode TRAP in situ. 400) b-intense positivité nucleaire des cellules tumorales par

méthode TRAP in situ.

possible d'inhibiteurs de PCR et notamment dedq T

polymérase au sein d’échantillons tissulaires. PI”Sieu'résultats des 2 méthodes T-

auteurs ont montré qu’un exces de protéines pouvaj

interférer avec I'amplification par PCR [8, 25].

RCR quantitative en
at'émps réel et méthode TRA®h observe une corréla
tion significative entre I'activité enzymatique et le taux
Comme plusieurs auteurs I'avaient déja montré avec WARNmM hTERT exprimé dans les échantillons €tu
méthode TRAP [6, 15, 26], aucune activité téloméradiés. Parmi tous ces échantillons, seulement 5 avaient
sique n'a été retrouvée sur les échantillons de vessiges résultats discordants ; 4 étaient TRAP négatifs avec
normales. Seule cette activité est retrouvée sur les celn haut taux de hTHR Ces résultats ont permis de
lules épithéliales tumorales qui en témoignent par leumontrer une meilleure sensibilité de la méthode semi-
accroissement illimité. Perallélement, nous avons  quantitative par RPCR dans les tumeurs de vessie,
détecté de 'ARNm hTER par R-PCR quantitative par rapport a la méthode TRAFénéralement utilisée.
dans 100% des échantillons tumoraux avec des nivealya principale hypothése pour expliquer les faux néga
d’expression relativement variables selon les échariifs avec la méthode TRAP provient probablement de
tillons. Ce taux d’ARNmM hTER était détectable mais I'hétérogénéité de I'activité télomérasique dans les tis
infime pour les échantillons de vessie saine et-s’acsus carcinomateux, comme l'ont suggéré précédem
croissait proportionnellement au stade et au grade aveeentMAYFIELD et al [18]. En fait, le TRAP et la métho
une bonne corrélaion. Cette ocorrélation du taux de semi-quantitative parTRPCR ont été utilisés sur
d’ARNm hTERT avec le grade et le stade est en accordes broyats cellulaires et testent une population hétéro
avec les précédentes études publiées avec une excellg@ne de cellules malignes mélangées avec des cellules
te sensibilité et spécificité [3, 24]. Si I'on compare lesnormales. Afin de confirmer cette hypothése nous
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