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Résumé

Le cancer de I’estomac est essentiellement représenté par I’adénocarcinome gastrique. C’est I’'une des
premiéres causes des déces dans le monde, avec un pronostique péjoratif. Afin d’améliorer ce dernier, plusieurs
études ont était mises en jeux pour cibler les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement du
cancer gastrique. Ainsi, le récepteur de facteur de croissance épidermique humain 2 (HER2) est I’'une des
altérations ciblées les mieux caractérisées pour les traitements, notamment, le trastuzumab, pertuzumab, les

inhibiteurs TK ( lapatinib et neratinib) et autres nouvelles thérapies comme le ZW25.

L’objectif de cette étude rétrospective portée sur 20 patients atteint d’adénocarcinome gastrique, est d’évaluer
la prévalence de I’expression du récepteur HER2 par la technique d’immunohistochimie (IHC) et confirmer les
cas ambigus a travers une technique d’hybridation in situ chromogénique (CISH), afin de sélectionner les

patients qui seront orienté vers le traitement par 1’Herceptine ou de nouvelles thérapies ciblées.

Nos résultats ont montre une prédominance masculine 14 hommes (70%) contre 6 femmes (30%0) avec un
sexe ratio de 2,33 et un &ge moyen de 57.15 ans. Une taille tumorale moyenne de 2.31cm, le grade tumorale le
plus répondu est I’ADK peu différencié avec 10 cas (50%6) suivi de moyennement et bien différencié 6 cas
(30%0) et 4 cas (20%0) respectivement. L’infiltration des filets nerveux est présentée par un pourcentage élevé
de 45%.La classification du type histologique OMS, a révélé une prédominance des cas d’ADK a cellules
indépendantes avec un taux de 45% et pour les types tubuleux, mucineux, mixtes et papillaires sont
respectivement de (15%, 5%, 5% et 0%0). La classification TNM a montre des valeurs des stades T1, T2, T3 et
T4 (0%, 10%, 25% ,15%b) respectivement. Quant aux stades ganglionnaire NO, N1, N2 et N3 les taux sont de
(5%, 10%, 15%, 20%0) respectivement avec 25% des cas sont au stade non métastatique et 20% métastatique.
La localisation antrale est prédominante chez 20% des cas, suivie par les autres sieges de lésion avec des

valeurs différentes.

En effet, I’IHC d’HER?2 a révélé 50% des cas score 0+, 33% score 1+, 17% score 2+ et 0% score +3. De

plus, 1’é¢tude du cas ambigiie score 2+ par CISH a démontré que ce dernier est HER2 non amplifié.

Cette étude montre I’implication de IHC et CISH dans les pratiques cliniques ou HER2 est associé a un
mauvais pronostique ce qui suggére une recherche du profil HER2 chez les patients a cancer de I’estomac.

Mots clés : Cancer gastrique, HER2, Amplification HER2, CISH, IHC, Thérapies ciblées.



Abstract

Gastric cancer is mainly represented by gastric adenocarcinoma. It is one of the first causes of death in the
world, with a poor prognosis. In order to improve the prognosis of gastric cancer, several studies have been
carried out to target the molecular mechanisms involved in the development of gastric cancer. Thus, the human
epidermal growth factor receptor 2 (HER?2) is one of the best-characterized targeted alterations for treatments,
including trastuzumab, pertuzumab, TK inhibitors (lapatinib and neratinib) and other new therapies such as
ZW25.

The objective of this retrospective study of 20 patients with gastric adenocarcinoma is to evaluate the
prevalence of HER2 receptor expression by immunohistochemistry (IHC) and to confirm ambiguous cases by
chromosomal in situ hybridization (CISH), in order to select patients who will be referred to Herceptin
treatment or new targeted therapies.

Our results showed a male predominance of 14 (70%) versus 6 females (30%) with a sex ratio of 2.33 and a
mean age of 57.15 years. The average tumor size was 2.31 cm, the most common tumor grade was poorly
differentiated ADK with 10 cases (50%) followed by moderately and well differentiated 6 cases (30%) and 4

cases (20%o) respectively. Infiltration of the nerve nets was presented by a high percentage of 45%.

The WHO histological type classification, revealed a predominance of independent cell ADK cases with a
rate of 45% and for tubular, mucinous, mixed and papillary types are respectively (15%,5% ,5% and 0% ).
TNM classification showed values of T1, T2, T3 and T4 stages (0%, 10% ,25% ,15% ) respectively. As for
the lymph node stages NO, N1, N2 and N3 the values are (5%, 10%, 15%, 20%b) respectively with 25% non-
metastatic and 20% metastatic cases . The antral location is predominant in 20% of cases, followed by the other

sites of lesion with different values.

Furthermore, HER2 IHC revealed 50% of the cases score 0+, 33%0 score 1+, 17% score 2+ and 0% score
3+. Furthermore, the study of the ambiguous case (score 2+) by CISH demonstrated that this latter are HER2

non-amplified.

This study shows the implication of IHC and CISH in clinical practices where HER2 was associated to a bad

prognostic who suggest a HER2 profile research in gastric cancer patients.

Keywords: Gastric cancer, HER2, Amplification HER2, CISH, IHC, Targeted therapies.
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Liste d’abréviations :

AC : Anticorps.

ADK : Adénocarcinome.

AG : Antigéne.

CG : Cancer gastrique.

CISH : Hybridation in situ chromogénique.

CR : domaine riche en cystéine.

DAB: 3-3 Diamino Benzidine.

EBV : Epstein Barr Virus.

EGFR : Récepteur de facteur de croissance épidermique.
EPIC : Enquéte Prospective Européenne sur le cancer et la nutrition.
ERK1/2 : extracellulaire- kinase régulée par un signal 1 ou 2.
FAP: Polype adénocarcinome familial.

GDP: Guanosine diphosphate.

GIST: Tumeurs Stromales Gastro-intestinales.

Grb2: Growth factor receptor binding homology 2.

GTP: Guanosine triphosphate .

H.P: Helicobacter pylori.

HDGC : Cancer gastrique diffus héréditaire.

HE: Hématoxyline Eosine.



HER?2 : Récepteur de facteur de croissance épidermique humain 2.
HIS: Hybridation In Situ.

IHC: Immunohistochimie.

LD : Domaine de liaison au ligand.

MALT : Tissu lymphoide associé a la muqueuse.

MAP kinase: Mitogen Activated Protein Kinase.

MEKZ1/2: Mitogéne activées par les kinases 1 ou 2.

mTOR: Mammalian target of rapamycin.

PBS: Phosphate Bufferd Saline.
PDK: Phosphatidylinositol-dependent kinase.

PI3K: Phosphatidylinositol 3 kinase.

PIP2: Phosphatidylinositol 4,5 biphosphate.
PIP3: Phosphatidylinositol 3, 4.5-trisphosphate.
PTEN: Phosphatase and TENsin homologue.
RAS : Famille des GTPase.

SH2: Src homology 2.

SH3: Src homology 3.

TK: Tyrosine Kinase.

TKI : Inhibiteurs de la tyrosine kinase.

TNM: Tumor Nodes Metastases.

TRS: Traget Retrieval Solution.



V-erbB : Virus de I’érythroblastose aviaire.

Z\W?25 : Zanidatamab.



GLOSSAIRE

- Adeénocarcinome : C’est une tumeur maligne, développé a partir des cellules de I'épithélium. Ce tissu
recouvre toutes les glandes et tapisse I'ensemble des voies de passage des appareils : respiratoire, digestif,

reproducteur et urinaire.

- Cancer gastrique diffus héréditaire (HDCG) :C'est une forme tres rare qui correspond a une mutation du
géne codant pour la protéine d'adhésion E- cadhérine (CDHL1). Les cancers familiaux représentent 1 a 3 % des

cancers gastriques.

- Cellules pariétales : Elles font partie des différentes cellules composant la paroi des glandes gastriques

sécretent de I’acide chlorhydrique.

- Chyme gastrique : C’est le résultat de la digestion de la nourriture par I'estomac. Ayant la consistance
d'une pate, il contient de la nourriture partiellement digerée, de I'eau, de l'acide chlorhydrique et des enzymes

de digestion.

- Dysplasie : C’est une altération acquise de l'architecture et de la fonction d'un tissu a renouvellement
rapide (moelle osseuse, épithélium de revétement, etc.). La dysplasie possede une tendance globale a évoluer

Vers un cancer, ce qui en fait le synonyme parfois abusif d'état précancéreux.

- Facteur intrinséque (facteur de Castle) : C’est une molécule sécrétée dans 1'estomac, qui permet

I'absorption de la vitamine B12 dans l'intestin gréle en se liant a celle-ci.

- Gastrite atrophique : Est une inflammation de la paroi interne de l'estomac associée a une perte des
glandes présentes au niveau de I'épithélium, la couche superficielle de la paroi de I'estomac. Elle entre dans la

catégorie des gastrites chroniques.



- Hématémese : Se définit comme étant un rejet de sang, rouge ou noir, par la bouche, au cours d'un effort

de vomissement.

- Lymphomes gastrique de type B (MALT) :C’est le plus fréquent des lymphomes de la zone marginale
de faible degré de malignité.

- Meétaplasie: Désigne la transformation d'un tissu différencié en un autre tissu différencié. Elle peut étre

osseuse, intestinale, malpighienne.

- Meétaplasie intestinale gastrique (MIG) :C’est une étape intermédiaire dans le processus de

cancérogenese de l'adénocarcinome de type intestinal détectée par une gastroscopie.

- Syndrome de Lynch : C’est un trouble autosomique dominant dans lequel les patients sont porteurs de de
mutations génétiques connues qui nuisent a la reparation des mesappariements de I'ADN ont un risque de

développement des cancers de 70 a 80% au cours de la vie.

- TOGA: I’étude ToGA est un essai de phase III multicentrique, ouvert, randomisé, évaluant l'efficacité et

la tolérance du Trastuzumab dans le traitement des CG a HER2+.

- Tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) : Sont des tumeurs cancereuses (malignes) qui se
développent a partir d’un type spécifique de cellules (cellules souches mésenchymateuses) au sein de la paroi

de ’cesophage, de I’estomac ou des intestins.

- Virus d'Epstein-Barr : C’est un virus de la famille des Herpesviridae, il cause plusieurs maladies dont la

mononucléose infectieuse et le lymphome de Burkitt.
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Introduction

Le cancer gastrique (GC) est le quatriéme cancer diagnostiqué dans le monde. C’est l'une des
tumeurs malignes agressives les plus courantes du tube digestif et représente la deuxiéme cause de
mortalité due a plusieurs facteurs étiologiques importants (Machlowska et al., 2020). En Afrique du
Nord et au Maghreb, I'Algérie a la plus forte incidence de cancers gastriques, avec un taux de 6%o, suivie
par la Tunisie 4,2%, le Maroc 4%, la Libye 3,7% et I'Egypte 2,5% (Hussein et al.,2016). Bien
qu’actuellement 1'incidence et la mortalité par le cancer gastrique soit en baisse, le taux de détection et le
pronostic n’est pas satisfaisant, car la plupart de ces cancers sont détectés chez des patients
symptomatiques, présentant des formes évoluées (Van Cutsem et al.,2016), ce qui induit un retard de
diagnostic (Taame, 2008) et (Farouk, 2010).

Malgré les progres realisés sur le plan thérapeutique, le CG conserve sa redoutable gravité. En effet,
afin d’améliorer les pronostics, 1’entrée en pratique clinique de la thérapie moléculaire de précision
ciblée contre le cancer gastrique, attire de plus en plus I'attention sur le récepteur de facteur de
croissance épidermique humain 2 (HER2). 1l est connu sous le nom de Neu ou ErbB2 (oncogéne
d’érythroblastose B2). Il appartient a la famille des récepteurs du facteur de croissance épidermique
(EGFR), qui est situé sur le chromosome humain 17 (17921) et code pour une glycoprotéine
transmembranaire (Zhao et al, 2019). Pendant longtemps, ’HER2 est mis en évidence dans le cancer
du sein (Kunte et al., 2020). Suite a sa surexpression et son amplification, il est devenu un marqueur
important dans le cancer gastrique, avec un taux positif qui varie de 7,3 % a 20,2 % (Abrahao-

Machado et Scapulatempo-Neto, 2016).

Avec l'essai TOGA (une étude qui a évaluée I’efficacité des traitements anti HER2) , la thérapie
Anti HER2 (Herceptin) a obtenu un succes clinique encourageant chez les patients atteints de cancer
gastriqgue HER2-positif (Bang et al. 2010).

Les recherches cliniques actuelles sur les agents ciblés HERZ2, autres que le Herceptine
(Trastuzumab), sont en cours de développement, notamment, les petites molécules inhibitrices des

kinases telles que (lapatinib, nératinib et d'autres thérapies nouvelles comme la ZW25).

Ainsi, I’examen actuellement recommandé pour la détermination de I’expression de ’HER2 est

I'immunohistochimie (IHC). C’est une méthode de localisation de protéine HER2 dans les cellules de

1



tissu gastrique 1ésé, a travers la détection d'antigénes en utilisant des anticorps. Cette technique est
combinée a une hybridation in situ en chromogéne cytogénétique (CISH), qui est plus précise dans les
cas d’expression des scores faibles a modérer (2+), afin de détecter le statut HER?2 finale (Hofmann et
al., 2008).

C’est dans ce contexte que s’insere 1’objectif de ce travail, qui consiste a :

» Etablir la fréquence du cancer de I’estomac selon I’age et le sexe chez une population de 20
patients, au niveau du CHU de Douera.

» Etudier la relation entre le cancer gastrique et I’expression de HER2.

» Déterminer le statut d’amplification de HER2 par IHC et confirmer les cas ambigus par la

technique CISH, afin de proposer des mesures de thérapies ciblées pour améliorer le pronostic.



Chapitre 1 ;
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Partie I : Généralités

|. 1- L’estomac

I. 1.1. Définition

L’estomac (du latin Stomachus signifiant « cesophage » et par extension « estomac »), est un
organe du tube digestif, I'cesophage le précéde et l'intestin gréle le suit (Chaudhry et al., 2021). 1l est
cylindrique, dilaté sous forme de J, large, situé dans le corps humain a gauche de la ligne médiane et au
centre dans la zone supérieure de I'abdomen figure 1. (Wilson et Stevenson ,2019) et (Chaudhry et
al ,2021).

C’est un organe qui mesure 25 x 8 x 5 cm, musclé et creux permettant une capacité a contenir de la
nourriture & moyenne de 1,5 litres, en contenant 0,5 litre & vide. Sa taille, sa forme et sa position chez
I’adulte peuvent varier en fonction de la posture de I’individu et de I’état de plénitude de I’estomac.

(Mahadevan, 2017).

Oesophagus ———=

Liver

Bile ducts Stomach

Gallbladder ————— Pancreas

Figure 1: Localisation de I’estomac (NHS, 2019).

I. 1.2- Fonctions

L’estomac a 3 fonctions principales (Zaanan et al.,2018):

v" Entreposage temporaire de la nourriture provenant de I’cesophage qui est retenue dans 1’estomac

pendant deux heures ou plus.
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v’ Brassage et désintégration des aliments grace a la contraction puis a la relaxation des couches

musculaires de ’estomac.

v" Digestion de la nourriture permettant la transformation des aliments en nutriments qui par la
suite seront absorbés dans le sang et la lymphe puis utilisés comme source d'énergie par les

cellules du corps.

v’ Sécrétion au moment du repas d’une hormone appelée gastrine, responsable de la sécrétion
d’acide de la partie verticale de I’estomac pour faciliter la digestion et une autre hormone dite
Somatostatine qui inhibe la libération de gastrine et agit donc comme une substance paracrine
(Mc Quilken, 2021).

v L’estomac produit également un facteur intrinséque connu sous le nom de facteur de Castle, qui
permet la digestion et I’absorption de la vitamine B12 (cobalamine) dans I’intestin gréle. Ce
facteur joue un réle important dans certaines fonctions neurologiques et la production des

globules rouges (Chaudhry et al ,2021).

I.  1.3- Anatomie
L'estomac est séparé de l'cesophage par le sphincter cesophagien inférieur qui est contracté de

maniére tonique (Mc Quilken, 2021), il est composé de plusieurs régions principales :

v' Cardia : C’est la région initiale de I’estomac connecté a l'cesophage, c'est la ou la nourriture
entre en premiere lieu (Chaudhry et al, 2021). A ce niveau se trouve le sphincter cardial, un
mince anneau musculaire qui empéche le contenu gastrique (le reflux) de remonter dans
I’cesophage. (Mc Quilken, 2021).

v" Fundus : il suit le cardia et c’est une partie supérieure bulbeuse en forme de dome de l'estomac.
Les aliments sont stockés temporairement a ce niveau (Chaudhry et al ,2021).

v Le corps : La partie principale et la plus importante de I'estomac, a ce niveau les aliments sont
décomposés brasser et commencent a se désintégrer (Chaudhry et al ,2021).

v Antre pylorique : 11 fait suite au corps vers le bas de I’estomac, c’est une zone rétrécie qui
permet de stocker les aliments décomposés en attendant qu’ils soient déversés dans 1’intestin

gréle.



Partie I : Généralités

v Pylore: La partie de ’estomac qui communique avec I’intestin gréle. En forme d’entonnoir qui
achemine de maniére conique la nourriture dans le duodénum. Elle est fermée par sphincter
pylorique, un anneau de muscles épais qui agit comme une valve pour contrdler la vidange du
contenu de I’estomac (appelé chyme) dans I’intestin gréle et empéche aussi le contenu du

duodénum de remonter dans I’estomac (Chaudhry et al,2021).
Il existe deux courbures principales dessinent la forme de I’estomac présentées dans la (figure 2):

La petite courbure, sur la face médiane concave et la grande courbure correspond a la face latérale

convexe (Wilson et Stevenson ,2019).

Oesophage

Cardia

Petite
courbure

Figure 2 : Anatomie de I’estomac (Didier.,2017).

1.4- Histologie de I’estomac

La paroi gastrique est constituée de plusieurs couches de tissu (Figure 3). On distingue de la

profondeur vers la superficie les composants suivants (Zaanan et al., 2018):
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Mugqueuse (mucosa) :C’est le revétement interne de 1’estomac, lorsque 1’estomac est vide la
mugqueuse est plissée. Ces replis (rides) gastriques s’ouvrent au fur et a mesure que 1’estomac se

remplit de nourriture.

Couche sous-muqueuse (Submucosa) : Elle couvre la muqueuse, composée de tissu conjonctif
qui comprend de gros vaisseaux sanguins et lymphatiques, des cellules nerveuses et des fibres
(Zaanan et al.,2018).

Musculeuse (musculeuse externe ou muscularis propria) : C’est le muscle principal de

I’estomac, constitué de 3 couches de muscles et couvre la sous-muqueuse.

Séreuse : C’est la membrane fibreuse qui recouvre 1’extérieur de 1’estomac, appelée aussi

péritoine viscéral.

Figure 3 : Histologie de I’estomac (Johns Hopkins Medicine, 2001).
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I. 2. Cancer gastrique

Le cancer gastrique est un cancer développé dans les tissus qui tapissent I’estomac a la surface de la

mugqueuse €pithéliale ou en profondeur, dans la paroi gastrique a partir d’ulcérations cellulaires de la
muqueuse gastrique (Nshizirungu, 2014). L'entité histologique la plus courante du cancer gastrique est

I'’Adénocarcinome qui représente 90% de toutes les tumeurs de l'estomac. Il existe aussi les
lymphomes gastriques de phénotype B Mucosa associated lymphoid tissue (MALT) ou les tumeurs
stromales gastro-intestinales (GIST) (Huguet et al.,2020).

1.2.1- Epidémiologie

Le cancer gastrique (CG) est 'une des tumeurs malignes les plus courantes dans le monde, c’est la
quatriéme principale cause la plus répondue (Machlowska et al., 2020). Plus d'un million de nouveaux
cas de cancer gastrique sont enregistrés chaque année, et avec plus de 768.000 morts. Il est classé en

deuxiéme position dans les causes de déces par cancer (Abnet et al., 2021).
a- Frequence
A T’échelle mondiale son incidence décline au rythme de 2% a 3% avec un nombre d’environ

990 000 personnes diagnostiquées par an. Toutefois en Algérie, son incidence est faible, méme s’il

arrive au deuxieéme rang des cancers digestifs (Abid, 2016).
b- Sexe ratio

L'incidence de CG est différente en ce qui concerne le sexe et la variabilité géographique. Les

hommes sont deux & trois fois plus sensible que les femmes (Canseco-Avila et al.,2019).
c- Age

Le taux d'incidence de CG augmente progressivement avec I’dge, la valeur médiane au diagnostic
est de 70 ans. En effet, environ 10% des carcinomes gastriques sont détectés a I'age de 45 ans ou
moins. par ailleurs le CG est plut6t rare et n’est pas répondue dans la population jeune (Fehim et
al.,2017).
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d- Siege

L'incidence du CG montre une énorme diversité géographique, ainsi, plus de 50% des nouveaux
incidents surviennent dans les pays en développement. Les zones avec le taux le plus élevé dans le
développement du GC englobe, I'Amérique centrale et du Sud, I'Europe de I'Est et I'Est Asie (Chine et
Japon). Les régions a faible risque comprennent I'Australie, la Nouvelle-Zélande, I'Asie du Sud,
Afrique du Nord et de I'Est et Amérique du Nord (Mellouki et al.,2014).

I. 2.2- Facteurs De Risques
. 2.2.1/ Environnementaux

a)  Helicobacter Pylori (H.Pylori )

Environ 80 % des cancers de I’estomac sont en relation avec une infection a Helicobacter pylori,
qui est reconnue comme un cancérogéne de classe | du développement de CG par I'Organisation
mondiale de la santé depuis 1994. Etant une bactérie a Gram négatif qui colonise la muqueuse
gastrique, émet une réponse immunitaire de 1’hote et persiste toute la vie si elle n’est pas éradiquée par
un traitement approprié. C’est une condition associée au processus précancéreux qui induit une hyper
méthylation de I’ADN, spécialement les ilots CpG, qui entraine un silengage des génes suppresseurs
de tumeurs tel CDH1 (Chollet, 2014).

b) Alimentation

La corrélation entre les facteurs alimentaires et le risque de développement de CG est largement

étudiée, et elle est d’une importance primordiale dans la carcinogenése gastrique ainsi :

» Une alimentation riche en sel est associée a une augmentation de I'incidence de la mortalité et
un risque accru de cancer de I’estomac. Le World Cancer Research Fund / American Institute
for Cancer Research (WCRF / AICR) a souligné qu’une consommation excessive de sel
(chlorure de sodium) pourrait agir comme dévastant pour la muqueuse gastrique (Yusefi et
al., 2018). Ceci entraine une gastrite atrophique (Machlowska et al.,2020), une augmentation
de la synthése d'ADN et une prolifération cellulaire, ce qui favorise I’infection chronique a

Helicobacter pylori (Delahaye,2012).
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> Le nitrite utilisé dans certains aliments comme les nourritures fumeées, marinées ou conserve,
qui a une incidence importante dans le cancer gastrique, notamment dans certains pays comme le

Japon et I'Islande (Epplein et al., 2010).

» L’hydrocarbure polycyclique dans les aliments fumés a fort potentiel carcinogeéne.

Contrairement, les fruits et les légumes jouent un réle protecteur (Epplein et al., 2010). Ainsi, il
existe une relation inverse entre la consommation de fruits et le cancer gastrique. Ceci est démontré par
quelques études qui stipulent, que les légumes et les fruits riches en vitamine C et en béta-caroténe (des
antioxydants), protegent fa muqueuse gastrique, en limitant la transformation des nitrates en

nitrosamines (Guggenheim et Shah, 2012).
C) Alcool

Parmi les diverses habitudes qui jouent un réle dans le développement du CG, I'impact de la
consommation d’alcool a été prise en compte (Machlowska et al,.2020). Duell et al.,(2011), ont
confirmé la modeste augmentation du risque de cancer gastrique associé a la consommation d'alcool.
Spécifiquement, ils ont observé qu'une consommation modeérées d'alcool > 60 g/ jr augmente le risque

de cancer gastrique.
d) Tabac

Le tabagisme est un facteur de risque établi de cancer gastrique (IARC,2016). L’étude EPIC a
démontré que I’arrét du tabac est associé¢ a une diminution du risque de développer un cancer gastrique.

(Guggenheim et Shah , 2012).

e)  Autres
Les cancers gastriques les moins courants comprennent I’infection a I’Epstein Barr virus EBV

(Murphy et al.,2009), et les individus du groupe sanguin A (American Cancer Society,2016).

I. 2.2.2/ Génétique
a)  Cancer gastrique diffus héréditaire HDCG
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Le HDCG est un syndrome de cancer gastrique d’origine héréditaire, caractérisé par 1'apparition
précoce d'un adénocarcinome gastrique a pauvre différenciation avant I'age de 40 ans. Ce type de
cancer est causé par une mutation de la lignée germinale dans le géne CDHL située sur le chromosome
16q22, qui code pour la E-cadhérine, une protéine d'adhésion cellulaire dépendante du calcium,
responsable de l'interaction cellule-cellule et de la polarité cellulaire (Fitzgerald et al.,2010).

b) Syndrome de Lynch

Le cancer gastrique a été identifié avec une incidence accrue chez les familles atteintes du
syndrome de Lynch (Lynch et al., 2005). L’étude de (Aarnio et al., 1997) a révélé une incidence dans
environ 11% des familles a syndrome de Lynch, portant des mutations germinales dans les genes

MLH1, MSH2 ou MSHB®6, ce qui augmente le risque de développer un cancer gastrique.

c)  Polypose adenomateuse familiale (FAP) :

La polypose adénomateuse familiale (FAP) est une augmentation significative du développement des
polypes adenomateux de l'intestin antérieur et postérieur. Les polypes gastro-intestinaux supérieurs se
produisent freqguemment dans l'antre gastrique (polypes de la glande fundique), Les patients atteints de
FAP portent une mutation germinale dans un géne suppresseur de tumeur TP53 (Gallagher et al., 2006) et
(Capelle et al.,2010).

d) Antécédent familial du cancer de I’estomac

Le risque de développer un cancer de I’estomac est élevé lorsqu’il existe chez un parent du premier
degré (parents, fréres, sceurs ou enfants), et conduit a la prédisposition dont 10 a 30 % des personnes
sont suspecté a avoir cette maladie (Saffaee et al., 2012), ont montré que les antécédents familiaux de
cancer gastrique, en particulier chez les parents de premier grade, augmentent le risque de cancer
gastrique (Yusefi et al., 2018).

e) Lesexe
La fréquence est plus développée chez les hommes que chez les femmes, les causes sont incertaines,
cependant, les cestrogeénes tels hormones sexuelles femelles, pourraient avoir un effet protecteur

(Karimi et al., 2014).
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f) Antécédent d’intervention chirurgicale sur I'estomac

Il existe un risque plus élevé de développer un cancer de I’estomac dans la partie restante, lorsqu’

une partie de cet organe est enlevée par chirurgie en raison d'un ulcere gastrique (Chollet et al.,2014).

I. 2.3 - Carcinogenese gastrique

- Deux hypotheses concernant I’étape des 1ésions précancéreuses ont été¢ mises en évidence. La
premiére, concerne 1’altération des propriétés physiques et chimiques du mucus gastrique par H. pylori
en le rendant plus sensible aux facteurs carcinogénes. La deuxiéme est en relation avec le régime
alimentaire, notamment, I’exces de sel et la déficience en acide ascorbique de 1’hote ce qui favorise le

processus carcinogéne.

H. pylori (HP), Peut entrainer une gastrite & prédominance antrale (inflammation au niveau de
I’antre gastrique), associée a une hypersécrétion acide et a la maladie ulcéreuse illustrée dans I’étape 1
de la (Figure 4).

Dans d’autres cas, la gastrite est a prédominance fundique qui s’accompagne progressivement d’une

baisse de la sécrétion acide, due a une raréfaction des cellules pariétales. C’est dans cette situation
qu’une atrophie totale s’installe au bout de plusieurs années, conduisant la filiation entre gastrite

chronique atrophique et cancer gastrique en passant par la dysplasie illustré dans étape 3 de la (Figure
4).

Par ailleurs, le changement du pH favorise une prolifération de la flore bactérienne intestinale douée
d’une activité nitrate réductase qui métabolise les nitrates en nitrosamine, substance cancérigéne
(Uemura et al., 1997). C’est ainsi qu’une muqueuse de type intestinal, remplace progressivement la
muqueuse gastrique appelée métaplasie gastrique. Dans ce cas le cancer est de type intestinal et c’est la

forme la plus fréquente des cancers gastriques (Uemura et al.,2001).
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Figure 4:Physiopathogénique de I’implication de H. pylori dans le cancer gastrique (sobhani
,2004).

- La séquence des mutations survenant dans la transition des Iésions précancéreuse jusqu’au cancer
avec des altérations des oncogénes et des genes suppresseurs de tumeurs qui touchent différentes
génes de facteurs de croissances tel que FGF, EGF, HGF et leur récepteur TGFp et HER ont été
détecté (Lahzaoui,2003).

I. 2.4 Manifestations cliniques
Selon (Aparicio et al., 2004), les cancers de I’estomac sont le plus souvent diagnostiqués chez des
patients symptomatiques qui présentent des formes évoluées, car les tumeurs débutantes sont
asymptomatiques et rarement détectées en dehors d’une politique de dépistage ciblée. Les symptomes

les plus observées sont :

a- Douleur épigastrique
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Le motif de consultation le plus fréquent, Des douleurs sous forme de brllure ou de pesanteur lors
du diagnostic initial d’un antécédent d’ulcére gastrique est retrouvée dans environ un quart des cas

(Aparicio et al., 2004).
b- Perte de poids (Amaigrissement)
La réduction pondérale résulte plus d’une réduction des apports alimentaires que d’une

augmentation du catabolisme, et peut étre rapportée a ’anorexie, les nausées, les douleurs abdominales,

la sensation de satiété précoce, et/ou la dysphagie. C’est un signe plus tardif (Aparicio et al., 2004).
c- Dysphagie

C’est un symptome des cancers du cardia ou de la jonction cesogastrique qui se définit comme une
difficulté a la déglutition ou un trouble résulte d'une anomalie du transport des aliments liquides et/ou

solides, du pharynx a I'estomac (Aparicio et al., 2004).
d- Vomissements

Présents dans 25%o des cas des cancers gastriques et surviennent plus fréqguemment lorsque la

tumeur envahit le pylore ou en cas de tumeur diffuse (Aparicio et al., 2004).
e- Hémorragies digestives :

Un saignement extériorisé par une hématémese ou un meléna est retrouvé dans 20%o des cas ; une
anémie due a une carence martiale témoigne un saignement occulte est fréquent (Aparicio et al.,
2004).

f- Manifestations systémiques des cancers gastriques

Il s’agit de manifestations cutanées (kératose séborrhéique diffuse, d’anémie hémolytique, de micro-
angiopathie. de néphropathies membrane-prolifératives et de syndromes d’hyper coagulation

(syndrome de Trousseau) (Aparicio et al.,2004).

I. 2.5- Diagnostique
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L'augmentation du taux de survie a cing ans est probablement liée au diagnostic précoce, A l'aide
d’un examen clinique les signes généraux comme I’amaigrissement, les douleurs épigastriques sont

repérées ... ect (Agnes et al., 2017),(Huguet et al.,2020).

Lorsque la maladie est évoluée, d’autres signes cliniques, tels qu’une masse importante au niveau
de ’estomac, la présence de ganglions lymphatiques volumineux peuvent étre identifié. Si le médecin

suspecte un cancer gastrique, il proposera la réalisation d’une endoscopie (Al-Batran et al., 2019).

a- Fibroscopie ou I’endoscopie
Cet examen examine I’intégralité de la surface interne du systéme digestif haut (cesophage,
estomac, et duodenum) afin de reperer la présence d’éventuelles 1ésions en introduisant un systeme
optique fin et souple (I’endoscope) jusqu’a I’estomac, en passant par la bouche ou par le nez du
patient. ce systeme optique est couplé avec des instruments miniaturises qui permettent de réaliser de

petits prélevements (biopsie) en cas de lésion suspecte est découverte (Agnes et al., 2017).

b- Bilan d’extension
Il consiste a évaluer dans quelle mesure le cancer s’est étendu au reste de I’organisme, ensuite
quand le diagnostic de cancer gastrique est confirme, un traitement le plus approprié pour le patient est
déterminé.
Ce bilan débute avec un interrogatoire et un examen clinique standard. Ensuite avec un scanner de
I’ensemble du tronc. Pour observer le thorax, I’abdomen et la région pelvienne qui apporte des
informations sur la position de la tumeur au sein de I’estomac et par rapport aux organes voisins,

permettant de mieux visualiser le tube digestif sur ’image (Tunaci,2002).

I. 2.6- Différentes classifications
Du point de vue morphologique, le cancer gastrique est tres hétérogeéne, ce qui est reflétée par la

diversité des classifications histopathologies, ainsi on distingue :

A- Classification de Lauren
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La plus utilisée a été proposée par Lauren (Lauren ,1965), au niveau de laquelle le cancer gastrique
est divisé en différentes types qui se distinguent I'un de l'autre cliniquement et épidémiologiquement
(Johnston et Beckman, 2019):

1-  Tumeurs de type intestinal : Elles sont genéralement bien différenciées, souvent ulcéreuses, et
sont associees a une métaplasie intestinale de I'estomac (Johnston et Beckman, 2019).

2-  Tumeurs de type diffus : Ce sont des lésions infiltrantes mal différenciées, qui conduisent a un
épaississement de I'estomac (linitis plastica).

Les patients atteints de tumeurs de type diffus semblent avoir un pire pronostic que ceux atteints de

tumeurs de type intestinal.

3- Tumeurs de type mixtes : Certains patients atteints d'un cancer gastrique ont un type a la fois

intestinal et diffus dans I'échantillon de cancer gastrique. 1l existe peu d'études évaluant le

comportement et le pronostic du cancer gastrique de type mixte (Johnston et Beckman, 2019).

B- Classification de ’OMS
La classification de 1’Organisation mondiale de la santé (OMS) est plus détaillée que la

classification de Lauren, elle divise le cancer de 1’estomac en 5 principaux types (WHO,2010):

« Adénocarcinome tubuleux : Ce type est composé de petits tubes (tubules) ramifiés de différentes
tailles.

« Adénocarcinome papillaire : Cette tumeur croit hors de la paroi gastrique et comporte des
excroissances en doigts de gant qui pointent vers I’intérieur de la cavité de I’estomac. Ces cellules ont
habituellement 1’apparence et le comportement de cellules normales (Curtis et al.,2014).

« Adénocarcinome mucineux : Il y a beaucoup de mucine (constituant principal du mucus) a
I’extérieur des cellules cancéreuses.

« Carcinomes a cellules indépendantes : ils englobent les carcinomes a cellules en bague a chaton et
d’autres : Ces cellules cancéreuses sont regroupées en paquets.

» Carcinome mixte ou composant : Il consiste en un mélange de différents types d’adénocarcinome de
I’estomac.

C- Classification TNM (édition 2016)
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Le systéeme TNM est le langage clinique de classification tumorale basée sur des facteurs
anatomique comprennent la taille de la tumeur (T), I'atteinte ganglionnaire régionale (N) et la présence
des métastases a distance (M). Ces facteurs sont regroupés en différents stades et reflétent le pronostic
de la tumeur dont la gravité augmente avec le stade (Cserni et al.,2018) .

Tableau I: Taille de tumeurs primitives (T) (Wittekind, 2015)

Tis Tumeur intra-épithéliale sans invasion de la lamina propria, dysplasie de haut grade.

T1 Tumeur limitée a la muqueuse ou a la sous-muqueuse (cancer superficiel).

Tla Tumeur envahissant la lamina propria ou la musculaire muqueuse.

Tib Tumeur envahissant la sous muqueuse.

T2 Tumeur étendue a la musculeuse.

T3 Tumeur envahissant la sous séreuse (y compris ligament gastro-colique ou gastro-hépatique ou

grand épiploon).

T4 Tumeur envahissant la séreuse ou les organes adjacents.
T4a Tumeur envahissant la séreuse (péritoine viscéral).
T4b Tumeur envahissant un organe ou une structure de voisinage (rate, célon transverse, foie,

diaphragme, pancréas, paroi abdominale, surrénale, rein, intestin gréle et rétropéritoine).

Tableau I1: Invasion ganglionnaire (N) (Wittekind, 2015)

NX ganglions non évaluables.

NO Pas d’invasion ganglionnaire.

N1 1a2ganglionsrégionauxmétastatiques.

N2 3 & 6 ganglions régionaux métastatiques.

N3 7ouplusganglionsrégionauxmétastatiques.
N3a 7al5ganglionsrégionauxmétastatiques.

N3b 16 ou plus ganglions régionaux metastatiques.
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Tableau 111 : Tumeur métastasique ou non métastasique (M) (Wittekind, 2015)

MO

pas de métastase.

M1

métastase a distance (dont ganglions rétro-pancréatiques, mésentériques, para-aortiques, sous-

claviculaires).
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HER2

Le récepteur du facteur de croissance épidermique humain 2 (HER?2) est I'une des altérations ciblées les
mieux caractérisées dans les tumeurs solides. Actuellement, il est reconnu que sa surexpression / amplification

est impliquée dans les cancers gastriques localement avancés ou métastatiques (L.i et al.,2020).

Certaines études ont rapporté que le statut HER2 positif dans le cancer gastrique est associé a une
aggravation du pronostic, une agressivité accrue de la maladie et une survie raccourcie. Cependant d’autres

études n'ont rapporté aucune valeur pronostique pour le statut HER2 (Van Cutsem et al.,2016).

Par conséquent, 1’objectif de notre étude est d’évaluer le statut HER2 dans le cancer gastrique, afin
d'identifier les patients susceptibles d'étre recrutés dans un essai thérapeutique ciblant HER2 dans le cancer

gastrique métastatique avance ou pas notamment le trastuzumab (Herceptin).

Il. 1- Définition :
HER2 (Human epidermal growth factor receptor2) est une protéine de type récepteur transmembranaire a
activité tyrosine kinase de poids 185 kda et de 1255 acide aminées, également connu sous le nom de
L'homologue 2 de lI'oncogene viral de la leucémie érythroblastique (ErbB2), membre de la famille des

récepteur transmembranaire du facteur de croissance épidermique humain (EGFR) (L. et al.,2020).

Néanmoins, la surexpression et ’amplification de son géne (Her2/ neu) ; un proto oncogene situé sur
le chromosome 1721 présente dans (la figure 5) d’une structure similaire a I’oncogéne v-erbB de
I’érythroblaste aviaire (Metayer, 2016), est présente dans une variété de tumeurs humaines et par

conséquence 12 a 20% des adénocarcinomes gastriques sont HER?2 positifs (Li et al,.2020).
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Figure 5 : Emplacement du géne sur le chromosome 17 d’apreés le NCBI (Metayer, 2016)
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Il. 2- Structure du récepteur HER?2
Les protéines de la famille HER (EGFR), sont des tyrosines kinases (TK) transmembranaires de type I,
qui comprennent quatre membres (HER1 ou EGFR, HER2, HER3 et HER4). Ces derniers ont une structure

similaire et activent les voies de signalisation intracellulaires en réponse aux signaux extracellulaires (Tebbutt
et al., 2013) (figure 6).

EGF
TEFa

Epiréguline
Amphiréguline HB-EGF
3 2:'_'56:2 neurégulines p-celluline
Ligands = ! neurégulines
spécifiques —— IL'\ fl\ JT\

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Domaine

P

tyrosine kinase

HER1 = REGF HERZ HER3 HER4

Figure 6 : Les Récepteurs de Famille HER (Liévre et Laurent-Puig, 2010)
La structure du récepteur HER2 est constituéee de trois domaines :

» Un domaine de liaison au ligand extracellulaire,
» Un domaine transmembranaire.

» Un domaine tyrosine kinase intracellulaire (Fornara et al., 2011).
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Figure 7 : Structure du récepteur HER 2 (Leahy, 2004).
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On retrouve parmi ses caractéristiques structurales plusieurs zones avec deux nomenclatures des
domaines ont été proposés ; L1 (domaines I),CRD1 (domaine Il), L2(domaine I11) et CRD2 (domaine 1V)

appelées sous domaines, qui forment de fagon successive et répétées deux a deux en alternance la partie
extracellulaire.

a) Domaine extracellulaire
Ce domaine extracellulaire contient dans sa structure un acide aminé (la cystéine) que I'on retrouve de

facon importante. Celle-ci permettra aux différents ligands de pouvoir s'attacher au récepteur (Okines et
al.,2011).

b) Domaine transmembranaire
Composé d’une courte séquence d’acides aminés (23 a 24 AA), qui lui confére une activite
hydrophobe, il permet au récepteur de s'ancrer dans la membrane plasmique (Okines et al.,2011).
c) Domaine intracellulaire
Il est similaire au domaine extracellulaire, composé de plusieurs sous parties. On trouve
Successivement la partie juxta membranaire puis la zone tyrosine kinase et enfin le domaine C-terminal
(Okines et al.,2011).
La partie C-terminale qui se trouve a 1’état inactif contient la région catalytique. Celle-ci permet a la

boucle de recouvrir le sillon de fixation de I'ATP, donc c’est dans cette zone ou la phosphorylation de

tyrosine aura lieu (Okines et al.,2011) .

Il.  3- Role physiologique du récepteur HER 2 :

Les récepteurs ErbB sont exprimés dans des tissus d’origine épithéliale ; mésenchymateuse et neuronale
ou ils jouent des roles dans le développement, la prolifération et la différenciation. En conjonction avec L’EGF
ils sont impliqués dans le développement embryonnaire précoce et dans le renouvellement des cellules souches

dans des tissus normaux, comme des couches cellulaires du derme, le foie, ’intestin, la glande surrénale et le

cerveau (Barrios et al., 2009).

Au niveau cellulaire, les voies de signalisation activées par les récepteurs HER2 participent a la
prolifération, la migration, 1’angiogengése, la survie cellulaire, I’apoptose et la différentiation de plusieurs

types cellulaires présent dans différents organes y compris le cceur, le systéme nerveux, les glandes
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mammaires ainsi que des épithéliums en générale. Ce qui explique les effets indésirables des traitements

ciblant HER2 (Lahzaoui, 2013).

Il. 4 -Mécanisme d’activation d HER2 et transduction du signal

L’HER2 (ERBB2) en tant que récepteur de surface cellulaire nécessite la formation d'hétérodimeres avec
HER 1, HER 3 et HER 4 pour une activité catalytique compléte et une conformation active. Toutefois, il n'a
pas de ligand et sa fonction de signalisation est engagée par ses partenaires hétérodimériques grace a leurs
ligands qui stabilisent cette interaction et permet 1’autophosphorylation du domaine tyrosine kinase des
récepteurs pour transmettre des signaux extracellulaires et initier deux voies de signalisation majeures via la
protéine kinase activée, notamment, la voie MAPK (mitogen-activated protein kinase) et la voie PI3K
(phosphatidyl inositol 3 kinase) / Akt. Ensuite, activation de la transcription en stimulant la prolifération
cellulaire, inhibition de I’apoptose, puis le complexe ligand / récepteur est internalisée et dégradée (Figure 8)

(Gerson et al., 2017).
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Figure 8 : Activation du récepteur HER2 et mécanisme d’action (Lievre et Laurent-Puig,2010)
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a) Voie RAS/ MAPK
La fixation du ligand (EGF ou TGFa) au récepteur EGFR engendre son hétérodimérisation avec

HER? et son activation qui induit la phosphorylation aux résidus tyrosines kinases située sur le domaine

intracellulaire. Ces résidus phosphorylées servent de site d’encrage pour la protéine adaptatrice qui aide a

traduire et communiquer le signal aux protéines a domaine SH2 (Srchomology 2), tel que la protéine Grb2

(growth factor receptor bound protein 2)ou SHC (Src homology 2 domain containing) ou PI3 Kinases. Leur

domaine SH3 permet 1’activation de la protéine SOS qui est considéré comme un facteur d’échange du GDP

pour les protéines RAS par I’activation de son GTPase qui stimule une cascade de phosphorylation des
protéines MAPK : qui sont la protéine kinase Raf (MAPKKK), qui phosphoryle la protéine MEK1/2

(MAPKK) qui phosphoryle a leur tour la Erk1/2 (MAPK) qui va étre transloqué dans le noyau et activer par

phosphorylation différents facteurs de transcription tel que :

v C-fos et C-myc , impliqués dans la prolifération cellulaire,

v Séquestration de Bad et inhibition de la caspase-9, bloquant ainsi les processus apoptotiques ;

v Jun ou la protéine AP-1 déclenche la transcription des genes qui activent la transcription de génes qui
codant pour d’autres facteurs de transcription d’une famille de genes tardifs tel que E2F. Ce dernier a
un role de contréler I’entrée en phase S car ces genes codent pour les cyclines ou les Cdk, dont la
production conduit a la formation du complexe Cdk-Cycline et phosphoryle Rb et provoque le passage
de G1 a S (Olivier et al,.2011).
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Figure 9 : Voies de signalisation RAS/MAPK (Lievre et Laurent-Puig, 2010).

b) Voie PI3K / Akt
Selon (Brotelle et Bay 2016), la protéine hétérodimérique PI3K est une tyrosine kinase composée de

domaines (sous-unités) suivants :

v Sous unité catalytique p110 (PIK3CA)
v Sous unité régulatrice p85 (PIK3R1) qui porte un domaine SH2, ce dernier reconnait les
phosphotyrosines de RTK.

11 existe 2 mécanismes menant a [’activation de la voie PI3k:

Mécanisme directe : Apres dimérisation entre le récepteur HER3 et HER2 par interaction ligand
/récepteur et I’activation de celui-ci en aval d’une interaction Ligand /Récepteur (RTK, RCPG, récepteurs de

cytokines et intégrines) (Brotelle et Bay, 2016),

23



Partie 11 : récepteur de facteurs de croissance épidermique humain 2

Meécanisme indirecte : Il se fait par la protéine RAS, c’est le lien entre la voie de signalisation MAPK et la
voie PI3K.

Une fois activée, la kinase PI13K va migrer vers la paroi interne de la membrane plasmique et par la suite elle
catalyse I’action de phosphorylation sur son substrat de PIP2 pour former PIP3 (par addition d’un groupement
phosphate). Ensuite, il y aura le recrutement de protéine serine thréonine kinase Akt par la PIP3, aprés cette
¢tape plusieurs protéines clés vont étre phosphorylés (tel que GSK et mtOR ) conduisant a I’expression ou

I’inhibition des genes clés de la cellule (Araki et Miyoshi.,2017).
Un grand nombre d'activités seront mise en jeu pour promouvoir la survie cellulaire et la prolifération :

v Activation IKK inhibition de l'apoptose et GSK3 ce qui stoppe le cycle cellulaire
v Activation mTOR (mechanistic target of rapamycin) activant elle-méme la traduction

v Activation NDM2 inhibant la p53 qui induit I'arrét du cycle cellulaire, I’apoptose et la réparation de
I'ADN. (Olivier et al.,2011)
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Figure 10 : Voie PI3K initiée par le récepteur de la famille EGFR (Seisen et al.,2014)

Il. 5—-Oncogenese cellulaire
La surexpression du récepteur HER?2 est liée a la pathogenese de plusieurs tumeurs particulierement étudié
dans le cancer du sein. Cette surexpression est liée réecemment au cancer gastrique par une amplification
génique (figure 11), due a différents mécanismes ou les altérations observées sont des mutations, des

amplifications du géne ou bien une stimulation anormale par leurs ligands.
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L’amplification et I’hyper expression d’ErbB2 ou HER2 est impliquée dans la cancérogénése par un
doublement de nombre de copie du géne, supérieur a5 ou 10, ce qui conduit & une augmentation de la

production de ARNm et une synthése accrue de la protéine HER2. Le nombre de récepteurs HER2 a la
surface des cellules est donc multiplié par 100 (Lahzaoui, 2013).

NORMAL CELL HER2-POSITIVE CANCER CELL

/ HERZ receptor 7 HERZ receptor

Normal amount of HER2 Too much HER2

» Cells grow and divide normally » Cells grow and divide faster

Figure 11 : Surexpression du récepteur HER2 (Arienti et al.,2019).

Il. 6- Méthode de détermination HER2
Les méthodes de détermination du statut de HER2 sont :
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Figure 12 : Méthodes de détermination du statue HER2 (Penault-Llorca et al.,2011)

a) Technique IHC

La technique d’immunohistochimie (IHC) utilisée souvent en pratique clinique. Elle met en évidence le
niveau d’expression de la protéine HER2 a la surface des cellules tumorales. La coloration produite par cette
technique s’interpréte de fagon semi-quantitative a ’aide d’une échelle de 0 a 3+ présenté dans le (Tableau
V). Les résultats de I'THC identifient 3 scores de HER?2 :

Tableau IV : Score d'immunohistochimie pour I'expression de HER2 dans le cancer gastrique

(Penault-Llorca et al.,2011).

Caracteristiques du marquage Score Classification

Pas de marquage ou marquage membranaire dans < 10 % des cellules | Score 0 Négative

Marquage membranaire faible/imperceptible dans <10 % des cellules ; | Score 1+ Negative

les cellules ne sont marquées que sur une petite partie de leur

membrane Tout margquage ne rentrant pas dans la catégorie 2+ ou 3+
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Marquage membranaire complet ou basolatéral, faible a modéré dans > | Score 2+ Equivoque

10 % des cellules

Marquage membranaire complet ou basolatéral modérée a fort dans > | Score 3+ Positive

10 % des cellules

Ces résultats d’IHC doivent étre interprétés dans une manipulation suivant un protocole validé, avec un
témoin multi tissulaire aux nombres de copies du géne HER?2 connus (témoin & 2 copies, témoin amplifiée a

faible niveau et témoin amplifiée a fort niveau).

Les scores 2+ sont aussi appelés “cas équivoques” et comprennent les cas avec une surexpression
hétérogéne de HER2. Les carcinomes avec un score 2+ doivent avoir une détermination du statut du gene
HER?2 par hybridation in situ, afin que les cas amplifiés pouvant bénéficier d’un traitement anti-HER2. La
détermination du statut du gene HER2 se fait par hybridation in situ en révélation analysable en lumiére

optique (CISH : hybridation in situ chromogénique).

Quand la CISH, une tumeur est considérée comme amplifiée pour HERZ2, si sur au moins 20 noyaux de
cellules carcinomateuses infiltrantes le ratio HER2/centromere du chromosome 17 est supérieur a 2 ou le

nombre de signaux de HER2 seul supérieur a 6. Selon les recommandations de Asco/ Cap2016.

11.7- Traitement
I1. 7.1-Thérapie ciblée

Lorsque le cancer gastrique est avancé et que des métastases se sont formées dans d’autres organes,
certaines « thérapies ciblées » peuvent étre proposées. Ce traitement agit spécifiguement sur
les cellules cancéreuses en ciblant ’HER2, ¢’est la meilleure thérapie anti-tumorale qui a moins d’effets

secondaires.

Parmi les thérapies ciblées utilisée dans le cancer gastrique et surtout dans les stades avancés et

métastatiques, on distingue (Zhu et al.,2021) :

Il. 7.4.1-Les anticorps monoclonaux (mAb) :
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Plusieurs anticorps monoclonaux ciblant HER?2 ont été évalués dans des essais cliniques chez des patients
atteints d'un cancer gastrigue HER2-positif, notamment :

» Le Trastuzumab (Herceptin®)

C’est un anticorps monoclonal humanisé qui bloque le fonctionnement du récepteur HER2 en le
reconnaissant, par son fragment Fab Fragment antigen binding. Un épitope situé sur la portion extra-
membranaire 1V du récepteur (Cho et al., 2003) pour limiter les effets de sa surexpression.

Cet anticorps agit a differents niveaux (figure 13):

e Ilalacapacité d’empécher le clivage de la portion extra membranaire du récepteur HER2 et d’éviter

ainsi, la formation d’une protéine tronquée HER2 active et ceci en inhibant sa protéolyse.

e (C’est un antagonisme de la transduction du signal de croissance cellulaire propre au statut HER2+.
Lorsqu’il se fixe sur HER2 par I’action du fragment Fab du trastuzumab, il peut partiellement limiter
la dimérisation de HER2 avec un autre partenaire ( De et al.,2013). En conséquence, les voies de
signalisation sous-jacentes au récepteur, (PISK/AKT, RAS/MAPK) se trouvent inhibées, favorisant
ainsi, la survie et la prolifération cellulaires et induisent I’activation de 1’apoptose des cellules
tumorales. 1l stabilise la p27, qui est un inhibiteur des CDK (Cyclin-Dependent Kinases), inhibant

ainsi, le cycle cellulaire et la croissance tumorale (Spector et al.,2009 ).

e Stimulation de I’internalisation et de la dégradation du récepteur HERZ2, il forme des complexes avec

HER?2 et seront internalisés avant d'étre rapidement dégrades.

e Les fragments de HER2 sont ensuite présentés via le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH 1).
Ils permettent le recrutement et stimulation des cellules immunes responsables de la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) par réponse

immune anti tumorale afin de déclencher une lyse cellulaire (Barok et al.,2007) .

¢ Diminution de ’expression du facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) ainsi que d’autres
facteurs antigéniques. D’autres mécanismes d’action de trastuzumab sont inconnus (Pogue-Geile et al.,
2013).
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Figure 13 : Mécanismes d’action de Trastuzumab (Hudis,2007)

» Pertuzumab :

Le pertuzumab est un anticorps monoclonal humanisé développé, sa structure est proche a celle du
trastuzumab. 11 se lie au domaine extracellulaire de HER2 et empéche I'hétéro-dimérisation de HER2 avec
HER-1, HER-3 et HER-4 (Zhu et al.,2021) inhibant ainsi I'activation de la signalisation intracellulaire
stimulé par un ligand (EGF ou TGFa) (Spector et al.,2009) .

Par ailleurs, le pertuzumab induit a la fois I'inhibition et un mécanisme ADCC semblable au trastuzumab
par l'intermédiaire de cellules NK (Goncalves et al.,2013). Dans des modeles précliniques de cellules
cancéreuses gastriques surexprimant HER2, le pertuzumab donne une efficacité lorsqu'il est associé a
trastuzumab. Néanmoins en milieu clinique, le pertuzumab est un traitement des HER2-positifs résistants au

trastuzumab qui peuvent étre particulierement efficaces (Figurel4) (Yamashita-Kashima et al., 2012).
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Figure 14 : Mécanisme d’action de trastuzumab et pertuzumab (Goncalves et al., 2013).

Il. 7.4.2- Inhibiteurs des tyrosines kinases ITK
Les inhibiteurs de tyrosines kinases I TK sont en mesure de se fixer sur un des domaines
intracellulaires du récepteur de facon a pouvoir le bloquer sélectivement. Ils permettent d'exercer une
action anti dimérisante qui induit une diminution de phosphorylation des récepteurs ce qui inhibe la
croissance des cellules tumorale et leurs métastase et I'annulation de la transduction du message en

bloguant les voies de signalisations suivantes (Zhu et al., 2021) :

Le lapatinib est un inhibiteur mixte qui appartient a la classe des 4 Anilino-quinazolines. Il est en
mesure d’interagir avec plusieurs récepteurs, notamment ErbB1 et ErbB2. En effet, il inhibe I’ErbB1 et
ErbB2 avec une faible dissociation a partir de ces récepteurs. Ainsi lorsque ces récepteurs sont inhibés,

la croissance tumorale dépendante de signaux intracellulaire ne progresse pas.
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Lapatinib a fait ses preuves dans les différents essais realisés, dans le but de démonter son
efficacité dans les traitements HER2+ et comme une alternative aux traitements chez les patients qui
présentent une résistance au trastuzumab (Zhu et al,2021).

- Le neratinib est un inhibiteur irréversible de récepteurs HERZ2, ciblant les récepteurs HER1, HER2 et

HERA4, et qui permet une baisse de la transduction du signal (Zhu et al., 2021).

Il. 7.4.3- Autres nouvelles théerapies

» Zanidatamab (ZW25)

ZW25 est un nouveau type d'anticorps bispécifique, se liant simultanément a deux épitopes non
chevauchants de HER2 qui sont les domaines extracellulaires 1V et 1. Actuellement des études sont en cours,
afin d’évaluer les activités antitumorales de ZW25, en combinaison avec une chimiothérapie comme

traitement pour les patients atteints d'adénocarcinome gastrique métastatique HER2-positif (Zhuet al., 2021).
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La surexpression de HER 2 est généralement élucidée dans le cancer du sein, mais elle a récemment
attiré I’attention des chercheurs dans différentes types de tumeurs solides, notamment les cancers gastriques

avec un pourcentage d’amplification de 7.3 a 20.2% pour un but thérapeutique.
Méthodes de détermination du statut HER2

Nous avons effectués notre étude au service d’anatomie Pathologique au CHU de Douera a Alger, qui

s’est déroulée du 18 Avril 2021 jusqu’ au 30 juin 2021 sur une période de 3 mois.

Dans notre étude, nous avons cherché a :

- Déterminer le statut HER2 des adénocarcinomes gastriques par la méthode d’immunohistochimie.

- Confirmation des statuts equivoque a score 2+ avec la technique d’hybridation in situ a chromogéne
(CISH).
- Evaluer la prévalence de surexpression de HER2 au niveau des cellules tumorales a partir d’une série

homogeéne de 20 patients atteints d’adénocarcinomes gastriques colligees au service d’anatomie

Pathologique au CHU de Douera a Alger.

Notre travail consiste a :

» Une étude épidémiologique et rétrospective des patients atteints d’adénocarcinomes gastriques en

Algérie.

» Une détermination des types histologiques

» Une évaluation du statut HER?2 dans le cancer gastrique

Les étapes de notre étude sont résumées par 1’organigramme ci-dessous (Figure 15).

34



Matériel & méthodes

ETUDE RETROSPECTIVE ETUDE ANATOMOPATHOLOGIE
ET TRANSVERSALE

ETUDE PRE
20 DOSSIERS DE ANALYTIOUE ETUDE ANALYTIQUE
PATIENTS
ETUDE
ETUDE MICROSCOPIQUE He IHS
MACROSCOPIQUE cls
(HISTOLOGIQUE) (CISH)

Figure 15: Organigramme de I’étude expérimentale
IHS : Hybridation In Situ.

IHC : Immunohistochimie.

I11. 1. Matériel

1- Echantillonnage

Notre échantillonnage est représenté par des fragments de Iésions tumorales gastriques a partir des
biopsies ou des pieces opératoires, suivie d’un examen macroscopique et anatomopathologique en se réferant

aux fiches des malades.
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2- Matériels biologique

- Biopsie
- Pieces gastriques

3- Matériel non biologique

> Le matériel et réactifs utilisés pour réaliser une étude histologique se compose de (Voir ANNEXE |

Tableau I'),
» Le matériel utilisé pour I’immunohistochimie (Voir ANNEXE | (Tableau I1),

> Le matériel et appareillage utilisé dans la technique d’hybridation in situ CISH (Voir ANNEXE |

(Tableau I11) :

I11. 2- Méthodes
I11. 2. 1- Etude rétrospective :

Pour réaliser notre étude rétrospective, nous avons procédé a la consultation des dossiers des patients. Ces

derniers ont permis d’obtenir les informations suivantes :

o Lesexe

o L’age

o La nature de I’échantillon prélevée

o La localisation de la tumeur au niveau de 1’estomac

o Taille de tumeur

o Laclassification d’OMS pTNM 2010 types histologiques

o Le grade de différenciation histologique
I11. 2. 2- Etude anatomopathologique :

C’est le diagnostic de certitude d’adénocarcinome gastrique qui repose sur I’examen histologique
montrant la présence de cellules tumorales, reconnues par comparaison avec les structures normales

permettant de préciser le type histologique par analyse microscopique.
L'anatomopathologie a un intérét majeur pour :

« L'identification des maladies et de nombreuses infections (cancers par exemple).
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* Donner des informations précieuses sur l'extension des 1ésions par I'examen des pieéces opératoires (organes

ou tissus prélevés lors d'une intervention), pour permettre ainsi de choisir le traitement le plus approprié.
* Aider a comprendre I'enchainement des symptomes et la cause de la mort par l'autopsie.

A T’issue de I’examen anatomopathologique, le pathologiste rédige un compte-rendu ou il donne les résultats

et précise les caractéristiques de I’ADK. Ce compte-rendu est transmis au médecin traitant.
a) technique histologique (HE):
La technique HE repose sur les étapes suivantes :

e Prélévements tissulaires :
Les prélevements tissulaires analysés au laboratoire sont obtenus soit par biopsie ou par résection d’une

piéce opératoire.

Ces prélévements sont adressés au service d’anatomopathologies du CHU Douera et sont accompagner
d’une fiche comportant le renseignement clinique et personnel du patient a savoir le Nom, Prénom, les

antécédents et le numéro de dossier pour chaque malade noté comme suit :
D / Numéro du dossier / MOIS/ ANNEE

A- Fixation
Le tissu recu doit impérativement étre fixée dans du Formol pur a 36% tamponné a 10 % ; un agent
fixateur qui entraine la formation d’un gel permettant la stabilisation de la structure tissulaire dans une

quantité suffisante 10 fois le volume du prélévement.

Pour s’assurer de sa bonne pénétration dans le tissu, les petits fragments de tissus sont imbibés durant 6 h

et les grands fragments pendant 48 h dans un but de :

 Eviter I’autolyse en bloguant les enzymes endogénes responsables de la destruction des cellules
« Maintenir la structure cellulaire et tissulaire dans un état proche de I’état physiologique

« Préserver la réactivité des cellules pour une étude immunohistochimique

B — Examen macroscopique
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Au cours de I’examen macroscopique, les fragments sont dénombrés, orientés, mesurés et leur aspect
externe est décrit a I’ceil nu, pour sélectionner les l1ésions et les territoires a prélever et déterminer leurs

natures pour I’étude microscopique (figure 16).

Figure 16 : Détection et mesure de la lésion d’un % eme partie de gastrectomie (Photo originale).

Les fragments sont mis directement dans une cassette préalablement identifiée avec le numéro du dossier

du patient. Ces cassettes sont mises dans du formol a 10% avant leur passage dans 1’appareil a circulation.

C- Circulation

Cette étape se fait a I’aide d’un automate de circulation (Leica), elle s’effectue en 3 étapes :

i. Déshydratation
Elle consiste a débarrasser le tissu de 1’eau présent a ’aide de I’éthanol. Les prélévements sont placés dans
3 bains successifs d’éthanol de degrés de concentration croissants : 70, 95, 100 (2 h chacun), jusqu’a ce que

toute ’eau contenue dans le tissu soit soustraite et que 1’échantillon soit totalement imprégné d’alcool absolu.

ii. Eclaircissement
L’éthanol est remplacé par un solvant organique de la paraffine, le principal agent éclaircissent est le
Xylene. Ce solvant remplace I’éthanol et permet d’enlever les impuretés (les graisses). Cette étape
d’éclaircissement est réalisée dans 3 bains de Xyléne (2 h dans chaque bain).

iii. L’imprégnation ou inclusion
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Elle consiste a remplacer le Xyléne présent dans les cellules par de la paraffine liquéfiée et les prélévements
sont placée successivement dans trois bains de paraffine (fusion & 60°C), afin de s’assurer de I’imprégnation

totale du tissu.

» L’automate effectue ces étapes de déshydratation, d’éclaircissement et d’imprégnation et aprés 24 h,

les prélévements sont récupérer et introduit au niveau de la station d’enrobage ((Figure 2) Annexe

).
D- Enrobage

L’enrobage consiste a former des blocs en paraffines qui se rigidifient a travers :
- L’ouverture des cassettes, les couvercles sont jetés.

- Le fragment est récupéré, bien placé et orientée dans un moule meétallique adapté a sa taille qui sera

recouvert d’une quantité suffisante de paraffine. Ce moule placé sera sur une plaque refroidissante.

- La paraffine est coulée par-dessus pour s’assurer de I’homogénéité du bloc. Ces moules seront placés sur

une plaque refroidissante pour solidifier la paraffine.
- Les blocs sont démoules, une fois la paraffine durcit.

Cette etape permet de conserver les rapports architecturaux des structures tissulaire et pour fournir un

support rigide pendant et apres la découpe.
E- Microtomie

Apreés refroidissement et démoulage des blocs de paraffine, on procéde a des coupes de 2 a 4pm
d’épaisseur (grace a un microtome ((figure 3, Annexe I1). Ces coupes fines permettent a
I’anatomopathologiste de voir les détails cyto-nucleaires. Une seule couche de cellules est obtenue et les
coupes s’attachent les uns aux autres pour former un ruban. Ces derniers vont étre placés dans un bain-marie a
37° C pour détendre la paraffine et éviter la formation des plis. Ensuite les lames sont déposees sur une plaque

chauffante, afin de permettre une bonne adhésion de I’échantillon a la lame en verre.
F- Coloration

La coloration de routine s’effectue par 2 méthodes : automatique ou manuelle avec montage de lame et
lamelle.
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La coloration de routine HE (Hémato-xyline et Eosine) (morphologie) est effectuée dans un automate

apres déparaffinage, pour réaliser cette coloration plusieurs étapes sont réalisées (Houlot R.,1984).

i. Etuvage des lames
Toutes les lames sont déposées dans une étuve a 40°C pendant 24 h. Cette étape est dite sechage car elle
vise a éliminer les particules de paraffine (déparaffinage physique par Température).

ii. Déparaffinage
Les lames doivent étre prolongées dans 3 bains de xyléne pendant 5 mn chacun, afin de les déparaffiner

compléetement (déparaffinage chimique) pour une meilleure imprégnation de colorants dans les différents
tissus.

iii.  Reéhydratation
Le but de cette étape est de remplacer le xylene par I’eau, a travers un passage dans 5 bains d’éthanol a

concentrations décroissantes, puis les lames sont rincées avec du I’eau courante pendant 3mn.

iv.  Coloration

Le noyau est révél¢ en bleu par ’hématoxyline de Harris, alors que 1’¢éosine permet d’obtenir un

cytoplasme rose réalisé de la maniere suivante :

v' Les lames sont placées dans un bain d’hématoxyline de Harris durant 6 a 10 mn puis rincées a
I’eau courante.

v’ Afin d’enlever I’excés d’hématoxyline, les coupes sont différenciées dans I’acide chlorhydrique a
70°C (1 & 2 plongées), jusqu’a obtention d’une coloration rose.

v' Les lames sont ensuite déposées dans un bain d’eau courante puis bleuit dans ’eau ammoniacale
(plusieurs plongées jusqu’a obtention d’une couleur bleue), ceci permet la différentiation et la
coloration des noyaux en bleu.

v Les lames sont bien rincées a I’eau du robinet.

v" Les lames sont placées dans de 1’éosine alcoolique (4 @ 6 mn), puis mises dans trois bains
d’éthanol de concentration croissante (70, 95° et 100°) et ce pour déshydrater le tissu. Finalement
elles sont plongées dans un bain de xylene pour éclaircir le tissu.

G- Montage
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Il est réalisé sous une hotte aspirante qui consiste a fixer une lamelle couvre objet sur la lame
préalablement traitée avec quelques gouttes de résine synthétique, I’Eukitt, afin de protéger la coupe de la

dégradation.

e Etapes de montage

- Sortir les lames du xyléne.

- Déposer quelques gouttes d’Eukitt.
- Placer la lamelle.

- Nettoyer I’exces de résine.

b) Technique d’immunohistochimie :

L’immunohistochimie (IHC) est une méthode de localisation et d’identification d’un constituant (protéine
antigénique) membranaire, nucléaire ou cytoplasmique, située dans les cellules d’un tissu grace a une réaction

Antigene- anticorps (Ag-Ac) (Penault-Llorca et al.,2011).
Cette derniére est utilisée pour :

- Le diagnostic histopathologique et le suivie des tumeurs malignes
- Le choix thérapeutique pour de meilleures chances de survie et de guérison des patients
- Le traitement ciblé par détection de molécules ayant une importance pronostique et

thérapeutique tel que le HER2 dans notre étude.
+ Principe

Le principe de I’lHC repose sur une réaction immunologique qui consiste a la reconnaissance d’un

antigene par un anticorps spécifique et la révélation enzymatique de ce complexe par une réaction chimique.

Dans notre étude nous avons utilisé la méthode indirecte d’IHC, qui se fait en 3 étapes ; entre I’antigéne
anticorps primaire, anticorps secondaire puis le révélateur. En incubant I’anticorps primaire dans la

substance cible, puis en liant un anticorps secondaire marqué a 1’anticorps primaire.
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I'antigéne)
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Figure 17 : Le principe d’immunohistochimie (Degalez,2019)
Cette méthode se déroule comme suit :

e Préparation du tissu
La préparation des tissus se fait de la méme facon que la technique HE, allant de la fixation du

prélevement a la confection des coupes dans un but de le maintenir dans un état plus proche a 1’état vivant.

1- Préparation des coupes
Dans cette étape des nouvelles coupes sont réalisées a partir des blocs de paraffine, qui contiennent la

Iésion sélectionnée par le pathologiste.

v Le microtome est réglé a une épaisseur de 4 a 5 pm.

v’ Etalement des coupes obtenues dans un bain marie puis recueillies sur des lames spéciales (les lames
silanisés) pour une meilleure adhésion et éviter le décolement des coupes lors de la manipulation.

v Les lames sont mises sur une la plaque chauffante.

v Etuvage des lames a 37°C pendant 24h.

2- Déparaffinage

Les coupes sont déparaffinées dans 3 bains de xylene successifs de 5 mn chacun.
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3- Réhydratation
v" Les coupes sont réhydratées dans 3 bains d’alcool a concentration décroissantes 90, 80,70 (5
mn chacun)

v Rincer dans I’eau distillée pendant 5 mn.

4- Démasquages des sites Antigenique
v" Placer les lames dans des solutions de démasquage TRS (Target trival solution) préalablement
préparé a PH 6 spécifique a ’anticorps anti HER2 au bain marie a 97°C pendant 45 mn.
v Refroidir les lames pendant 10 mn a une température ambiante.

<

Ringage a I’eau distillée pendant 5 mn.
v’ Cerclage des coupes retenues sur les lames avec un crayon hydrophobe (Dakopen), pour limiter
la zone de diffusion des solutions d’immunohistochimie sur le prélévement (Annexe I11).
- Blocage des peroxydases endogenes tissulaires

Cette ¢tape a pour but de bloquer I’activité des peroxydases endogenes présentes dans certaines cellules

(polynucléaires, monocytes) et réduire la coloration du fond indésirable dans 1’IHC (Bruit de fond).

v
v
v

Déposer les lames dans une chambre humide obscure.
Ajouter 100 ul d’eau oxygénée H202 a 3% pendant 10 minutes.
Ringage des lames a 1’eau distillée, puis plonger dans trois bains de tampon PBS (Wash Buffer WB) 5

mn.

5- Application de ’anticorps primaire

v" Incubation a une température ambiante pendant 30 mn dans une chambre humide fermée.

v" déposer 100 ul de ’anticorps primaire spécifique a HER2 (polyclonal Rabbit anti human c-erb B2 onco
protein) ; anti HER2 utilisée a une dilution de 1/800.

v Rincage dans trois bains de PBS durant 5 mn chacun.

6- Application de I’anticorps secondaire
v" Application de I’AC secondaire (Biotinylated Link).
v"Incubation pendant 5 a 15 mn.

v" Rincer dans trois bains successifs de PBS durant 5 mn chacun.
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7- Révélation
v Le chromogéne de la peroxydase DAB (3,3- Di amino benzidine ) est déposé sur les lames puis
incubé pendant 15 mn .

v" Rincer avec de I’eau distillée.

8- Contre coloration
v" Les lames sont imprégnées dans les bacs de coloration a I’ hématoxyline de Meyer durant 2
mn.

v Ringage a ’eau courante pendant 5 mn.

<

Bleuissement des lames dans de 1’eau courante.

v Ringage a I’eau distillée.

9- Montage
v" Utilisation d’une goutte de colle résine de montage EuKit sur les lames

v" Recouvrir les lames avec des lamelles

10- Observation au microscope photonique
Concernant les grossissements pour observer les scores :
- Score 0+ est (40X).
- Score 1+ est (20X) — (40X).
- Score 2+ est (10X) — (20X).
- Score 3+ est (10X).

¢) Technique d’hybridation in situ (ISH)

Elle permet de visualiser la présence d’ADN ou d’ARN spécifique a I’intérieur d’une cellule ou d’un
tissu. L’ISH est parmi les méthodes indirectes relativement nouvelles qui visent plutét a détecter une
amplification du géne codant pour la production d’une protéine, comme le cas de la protéine HER2.
L’hybridation in situ chromogénique CISH est une forme d’ISH qui utilise une réaction chromogénique
pour mettre en évidence les sondes d’ADN hybridées au site du géne du récepteur HER2 (Halling et
Wendel, 2008).
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+ Principe

La technique d'hybridation chromogénique in situ (CISH) est une technique qui utilise des sondes
d'acide nucléique (ADN ou ARN) parce qu’elle elle repose sur la complémentarité des bases nucléiques
entre elles, due au fait que si I'on place dans un méme milieu deux mono-brins inverses complémentaires,
ils vont naturellement se rapprocher pour former une hélice. La réaction enzymatique avec les substrats
chromogeénes, conduit a la formation de précipités colorés. Apres avoir contre-coloré le noyau avec un
colorant nucléaire, les fragments de sonde ADN hybridés sont visualisés au microscope optique. Le but de
cette technique est 1’évaluation de I’amplification ou la surexpression du géne du récepteur HER2, qui a

des répercussions pronostiques et thérapeutiques dans le cancer gastrique (Halling et Wendel ,2008).

Figure 18 : Principe de CISH (a partir du systéeme ZytoDot® 2CTM).

L’avantage de cette technique est de donner une information qualitative et visuelle sur le géne étudié qui

peut étre une alternative a I’expérience d immunohistochimie. Les étapes de cette technique sont comme suit

(a partir du systeme ZytoDot® 2CTM) :

A. Pré traitement :
1- Les blocs détectés par le pathologiste qui contiennent la lésion déja traité par immunohistochimie et
diagnostiquée a score élevée, sont coupés en 3 a Spum par microtome.
2- Utilisation des lames silanisée pour fixer le tissu sur les lames et éviter le décollement.
3- Incubation de 2 & 16 h a 50 - 60 °C sur une plaque chauffante.
4- Mettre dans 2 bacs de xyléne pendant 5 mn chacun, pour un déparaffinage complet 10 mn.

5- Réhydratation de la lame en mettant dans 3 bacs d éthanols a 96 %, 3 mn chacun.
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6- Localiser et cercler les zones d’intéréts des lames avec du Pen a Diamonds

7- Mettre dans les peroxydases d’hydrogene H202 & 3% pendant 5 mn pour bloquer les peroxydases
androgeniques

8- Lavage dans 2 becs d’cau distillée ,1mn chacun

B. Démasquage
1. Incuber dans du PT2 (EDTA) 15 mn au bain marie a 95°C.
2. Rincer dans deux bacs a I’eau distillée 2 mn chacun a température ambiante.
3. Digestion enzymatique grace a I’enzyme pepsine environs 45 secondes a 37°C dans I’hybridizer ou
chambre humide.
4. Rincer a ’eau distillée de 1 a 2 mn.
5. Déshydratation a I’éthanol dans des bacs a ordre croissant (70%, 90%, 100%) pendant 1 mn chacun.

6. Sécher a ’air.

C. Préparation des sondes
1. Centrifuger la sonde pour la rendre homogene a ’aide de centrifugeuse.
2. Mettre une goutte de sonde de 10 pl.

3. Couvrir la lame avec la lamelle gréace a une colle spécifique FIXOGUM.

D. Dénaturation

Dénaturer le tissu 5 mn a 80 °C pour réaliser la cassure des liaisons hydrogenes.

E. Hybridation
Hybridation du tissu pendant 16 h a 37°C.
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Figure 19 : Etapes de CISH (Ouldjoui, 2017).

F. Post traitement
1. Enlever lacolle
2. Enlever la lamelle avec prudence en lavant dans un bain de wash buffer SSC a température
ambiante pendant 5 mn pour décoller la lamelle.
3. Mettre les lames sans lamelles dans un bac de SSC a 75°C.

4. Rincage dans 2 bacs d’cau distillée a température ambiante 1 mn chacun.

G. Révélation des sondes

Laver avec le TBS Wash buffer déja diluée pendant 20 mn a température ambiante.

Appliquer une a deux gouttes le premier anticorps (Antidig DRB) 15 mn a 37 °C.

Rincage dans 3 bacs de Wash buffer TBS a température ambiante 1 mn chacun.

Appliquer une a deux gouttes le deuxiéme anticorps HRB 15 mn.

Rincage dans 3 bacs de Wash buffer TBS a température ambiante 1 mn chacun.

Révélation du centromere avec 2 gouttes du révélateur AB-RED 20 mn a 37°C.

Laver dans 3 bacs de I’eau distillée pendant 1 mn.

Révélation du gene erbb2 (HER2) par les 2 gouttes du révélateur HRP-GREEN pendant 20 mn a
37°C.
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12.
13.
14.
15.
16.

Matériel & méthodes

Laver dans 2 bacs de I’eau distillée pendant 1 mn a température ambiante.

Contre colorer avec le produit CS2 Bleu nucléaire pendant 1 mn.

Laver sous eau du robinet.

Incuber dans 3 bacs d’éthanol pendent 30 secondes chacun.

Mettre dans 2 bacs de Xyléne.

Sécher a I’air pendant 2 mn.

Mettre les lamelles sur les lames puis conserver au réfrigérateur.

Lecture au microscope optique.
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Résultats & Discussions

Notre travail est porté sur un échantillonnage de 20 patients composé de femmes et hommes agés
entre 31 a 89 ans et atteints d’adénocarcinomes gastriques. Ces patients sont colligés et suivie au service

d’Anathomo-pathologie au CHU Douera a Alger. Cependant, la taille de 1’échantillonnage est réduite a
cause :

D’une disponibilité réduite des piéces et biopsies gastriques type adénocarcinome durant la
période de stage.

- De la pandémie au COVID 19.

- De manque de réactifs suite aux prix exorbitant.

I11.1- Répartitions du cancer gastrique selon différents parametres

L’analyse des résultats de notre étude a permis de faire les répartitions du cancer gastrique par la maniére
suivante :

I11..1-1-Parametres démographiques

a) Le sexe

La répartition de I’adénocarcinome gastrique dans notre échantillonnage est présentée dans la (Figure 20).

Nos résultats ont montrés une prédominance masculine de 14 hommes contre 6 femmes avec un sexe ratio
de : 2,33.
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30%

homme

femme

70%

Figure 20 : Répartition d’adénocarcinomes gastrique selon le sexe.

Notre analyse épidémiologique des données, témoigne une nette prédominance masculine, cette derniére
a éte mise en évidence avec 14 hommes (70%) des cas et 6 femmes (30%b) soit un sexe ratio de 2.3M/F.
Ces resultats sont approximativement proche de ceux trouvés dans les différentes études de recherches,
notamment celle de Fadlouallah et al.,( 2015) chez une population Marocaine avec un sexe ratio de 2.4M/F

et celle de Bagny et al.,(2015) chez une population Togolaise avec un sexe ratio de 2.5M/F.

Inversement & nos résultats, les travaux de Canseco-Avila et al.,(2019) sur des patients Mexicains ont
montré une incidence féminine plus élevée, avec un pourcentage de 51.19% (43 cas), par rapport aux taux

enregistré chez les hommes qui est de 48.81% (41cas).

Cette variation dans les résultats est probablement liée aux spécificités des populations et la
prédominance des facteurs de risques dans ces pays. Nos résultats sont en accord avec la majorité des

données bibliographiques qui ont montré une forte prévalence masculine.
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b) Age:

Selon les résultats observés dans la (figure 21), I’dge de nos patients atteints d’adénocarcinomes
gastrique varie entre 30 et 89 ans. La tranche d’age dominante est entre [40-49] ans et [70-79] ans, suivie
d’un pourcentage plus bas chez les patients agés de [30-39] ans et [60-69] ans. Cependant le plus faible taux
est enregistré chez les patients de [50-59] ans et [80-89] ans.

De plus, I’age moyen est de 57.15 ans et I’age médian est de 53 ans.
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Figure 21: Répartition d’adénocarcinomes gastrique selon 1’age.

En effet, la répartition d’adénocarcinome gastrique par rapport a ’age, a montré que 1’age moyen de nos
malades est de 57.15 ans avec des extremités allant de 30 a 89 ans. En outre, 1’age médian est de 53 ans.
Ces résultats se rapprochent de ceux trouvés dans plusieurs études, notamment celle de Naim et Uri, (2010)
chez une population Marocaine, qui ont rapportés un age moyen de 56 ans, avec des extrémités de 24 a 90

ans, et celle de Canseco-Avila et al.,(2018) chez une population mexicaine avec un age moyen de 57.3 ans
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En revanche, nos valeurs sont en discordance avec 1’étude de Togo et al.,(2011), qui ont trouvé chez
une population Malienne une moyenne d’age de 51 ans et qui reste inférieur aux notres. Nos aboutissements

peuvent étre expliqués par la différence des populations et des habitudes alimentaires et environnementales
des populations.

Toutefois, I’étude de Warsinggih et al.,(2021) portée sur une population indonésienne, a révelé un
age moyen de 68 ans, ce résultat est plus élevé par rapport a la valeur trouvé dans notre étude. Ceci pourra
étre lié a la variabilité géographique déja mentionné en partie théorique.

I1l.  1.2- Parametres histologiques
I1l.  1.2.1/-Nature de prélevement

L’analyse des résultats concernant la nature des prélévements a révélé selon la (figure 22), les
constations suivantes :

- 11 prélevements dont 55,7 % biopsies, 35% gastrectomies et un taux de 10% de blocs
communiqués

10%

35% 55%

biopsie gasterctomie bloc communiquée

Figure 22 : Répartitions d’adénocarcinome gastrique selon la nature des préléevements.
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1. .1.2.2. Taille de la tumeur
Les résultats illustrés sur la (figure 23) indique les répartitions des masses selon leurs tailles, ainsi la

taille des tumeurs de nos échantillons varie de 0.2 cm a 9 cm et elles sont classées comme suit :

13 cas tumorales dont la taille varie entre 0.2-3cm.

3 cas tumorales avec une taille qui varie entre [3 & 5] cm.

4 cas tumoraux ou la taille varie entre [5 a 9] cm.
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Figure 23 : Répartition des masses tumorale selon la taille.

Nos résultats ont révelé une taille tumorale qui varie entre 0.2 jusqu’a 9 cm, avec une moyenne de 2.31
cm et une taille médiane de 1.5 cm. Ces valeurs sont inférieures a celles trouvées dans 1’étude de Amrani et
al.,(2020) chez une population Marocaine, qui a identifié des tailles tumorales variant de 2.5 cm a 11cm
avec une moyenne de 5.17 cm et celles rapportées par Li et al.,(2021) ou la taille médiane est de 5.22 cm

avec une taille tumorale qui varie de 0.5 cma 20 cm.
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La variabilité de nos résultats peut étre liee a la présence majoritaire de prélévements par biopsie (55%b) .

Selon I’étude de (Im et al.,2012) une tumeur mesurant moins de 5 cm est considérée comme mauvais

pronostic.

1. 1.2.3. Grade de différenciations histologique :

Les résultats de la répartition d’adénocarcinome gastrique selon le grade de différentiations et la structure

sont représentés par les figures 24, 25, 26 et 27 respectivement. En effet, une répartition fréquente de grade

peu différencié avec un taux de 50% (10 cas) (figure 25), suivie par le grade moyennement différencié avec

un pourcentage de 30 % (6 cas) (figure 26) et le grade bien différencié avec une valeur minimale de 20 %, 4

cas (figure 27).
10
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bien Moyennement peu
differenciée differenciée differenciée
W bien differenciée Moyennement differenciée peu differenciée

Figure 24 : Répartition des adénocarcinomes gastrique selon le grade de différenciation.
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Figure 25 : Adénocarcinome gastrique peu différenciée G : 40x (HE).
1 : Structure glandulaire.

2 : Noyaux tumorale a division mitotiques anarchiques.

Les ADK peu différenciés sont caractérisés par la présence de structures glandulaires a moins de 25 %
dans le tissu, ils contiennent des cellules cancéreuses peu différenciées ou indifférenciées (Figure 25) et ont
une apparence et un comportement tres différents de ceux des cellules normales gastrique. Elles semblent
immatures, peu formées et pas organisées, comme les cellules normales. Ces tumeurs ont tendance a étre plus

agressives, a croitre rapidement et a se propager souvent. Elles sont Caractérisées par une augmentation du

nombre de cellules en mitoses et des mitoses anormales. Elles engendrent un mauvais pronostic que celles du

type bien différencié (Adam, et Petit., 2016)
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Figure 26 : Adénocarcinome gastriqgue moyennement différenciée G : 40x (HE).

1- Globules rouges (éclatement d’un vaisseau sanguin).

2- Anisocaryose : inégalités des tailles des noyaux des cellules.

Ce type d’adénocarcinome gastrique a des structures glandulaires de 25 a 50%o. Ses cellules cancéreuses
modérément différenciées, ont une apparence et un comportement entre ceux des cellules cancéreuses bien

différenciées et ceux des cellules cancéreuses indifférenciées (Adam et Petit., 2016).
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Figure 27 : Adénocarcinome gastrique bien différenciée (G : 40x, HE).

1 : Noyaux tumorale

2 : Divisions anarchiques des cellules tumorales.

Par ailleurs, ces cellules cancéreuses de 1’adénocarcinome bien différenciées contiennent une structure
glandulaire de plus de 70 %, elles ont une apparence et un comportement proches de ceux des cellules
normales gastrigque. Ces tumeurs ont tendance a étre moins agressives, et donc elles ont tendance a croitre et

a se propager lentement (Adam et Petit.,2016).

Les caractéristiques observées dans nos résultats sont similaires a ceux trouvées par Badary et al., (2017)
chez des patients égyptiens, dont le taux de grading pour les adénocarcinomes peu, moyennement et bien
différenciée sont respectivement de 47.6 %, 42.9% et 9.5%. Des constatations identiques ont été

mentionnées par Xi et al.,(2020) chez une population chinoise, avec des valeurs de 56.7% , 36.4% et 6.9%
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pour les grading peu, moyennement et bien différenciée respectivement. Néanmoins des résultats controversé

ont été trouve par (Fadlouallah et al.,2014) .

La différence entre nos résultats et les aboutissement des autres études peut étre liée au dépistage précoce
des cancer gastrique dans certains pays.

I11. 1.2.4. Infiltrations filet nerveux

L’infiltration des filets nerveux est présente avec un pourcentage de 45% (9 cas), par contre 20 % (4

cas) ne présentent pas cette infiltration, alors que 35 % des cas sont non déterminés.

=

oui

Enon

H non determinée

nombres des cas

oui non non determinée

Figure 28 : Répartitions des adénocarcinomes gastriques selon Pinfiltration du filet nerveux.
A travers ces résultats, on déduit que nos valeurs ce rapprochent de ceux rapporté par Sun et al.,(2020)

, alors qu’elles sont en discordances avec celles enregistrées par les études de Li et al., (2020) et Gulken et

al.,(2021).
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Par ailleurs, ’invasion influence sur les caractéristiques pathologiques des tumeurs malignes, favorise
les métastases et induit une réduction de la survie des patients atteints du cancer.
cette différence est probablement die a la présence des stade avancé et métastases a distance.

11, 1.2.5. Selon le type histologique

Les cas étudiés ont été classée histologiquement selon la classification OMS 2010, dont on distingue 5
types histologiques : Nous avons trouvé 45% des cas présentent un adénocarcinome gastrique a cellule
indépendante 1’équivalent de (9 cas) (figure 32), tandis que 15% des cas ont un adénocarcinome gastrique
tubuleux environ (3cas) (figure 31). Quant aux ADK mucineux et mixte (composant) présentent 5% (1
cas chacun), (figure 30 et 33). De plus, I’adénocarcinome papillaire est a une valeur minimale de 0% (0

cas) et enfin 30 % des cas sont indéterminés.
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Figure 29: Répartition des patients selon le type histologique.

1. 1.2.5.1/ Etude microscopique des lames :
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Pour identifier les types d’ADK observés sur les lames histologiques des patients étudiés, nous nous

sommes referées a la classification de ’OMS 2010. Nous avons distingué 4 types d’adénocarcinomes :

a) L’Adénocarcinome gastrique mucineux (mucoide) :
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Figure 30 : Adénocarcinome gastrique mucineux (HE, G :40x).

1 : Mucines

Ce type a une présence massive de glandes sécrétoires des mucines qui sont les constituants principaux du

mucus secrétée en dehors des cellules cancéreuses (Figure 30).

En ce qui concerne le type d’ADK mucineux, des valeurs similaires ont été rapporté par Li et al.,

(2021), qui ont trouvés 46 cas sur 1127 patients. De méme, I’étude de Xi et al.,(2020) portée sur 9594
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patients chinois, ont enregistré 422 cas . Des valeurs approximativement équivalentes a nos résultats (10 cas
sur 214 patients) ont été signalés par Feng et al., (2021).

b) L’adénocarcinome gastrique tubuleux :

Figure 31 : Adénocarcinome gastrique tubuleux (G : 40x, HE).

1 : Ramification des tubules.
2 : Noyau de cellule cancéreuse.

3 : Division anarchique de noyau de cellule cancéreuse.

Cet adénocarcinome est composé de tubules dilatés et de ramifications de diametre variable (figure 31), il

a des cellules avec de trés grands noyaux a divisions cellulaires mitotiques anarchiques.
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Par contre le taux d’ADK du type tubuleux trouvés dans cette étude est inférieur a celui déterminé par Li
et al.,(2020) qui est de 707 cas sur un total de 1127 patients. Aussi, Pala et al.,(2013) ont noté 47 cas sur 88
patients et en 2020, Xi et al ont identifié 5203 cas sur 9594 patients.

c) Adénocarcinome gastrique a cellules indépendantes :
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Figure 32 : Adénocarcinome gastrique a cellule indépendante (G : 40x).

1..: 2
1

1 : Mucines.

2 : Cellule noyaux atypiques et anisocaryoses.

Il est composé principalement de cellules en bague a chaton regroupés sous forme d’amas, caractérisé

par un noyau extra centrée atypique (a critéres inhabituelles) et anisocaryoses (noyaux a ailles inégales) et

des gouttelettes de mucines. Il ne posseéde pas d’architecture glandulaire et les cellules ont perdu leur pouvoir
d’adhésion (Figure 32).
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En comparent les résultats de notre étude histologique concernant I’adénocarcinome a cellules
indépendantes (bague a chaton) avec ceux de Warsinggih et al .,(2021), nous constatons une large
différence, ces auteurs ont trouvé seulement 3 cas sur une populations de 64 patients ce qui est inférieur par

rapport a nos résultats. De méme avec I’étude de Feng et al .,(2021) qui ont révélés sur 214 patients 29 cas

uniquement.

d) Adénocarcinome composant (Mixte)

Figure 33: Adénocarcinome gastrique de type composante (mixte) (G : 40x HE ).

Cet ADK est composé de plus d’un type d’adénocarcinomes gastriques, notamment le type mucineux (déja
décrit) et le type papillaire qui comporte des excroissances qui pointent vers I’intérieur de 1’estomac

(exophytigues) composées de longs doigts de gants. (Figure 33).

Concernant nos résultats observes pour le de types mixtes nous avons remarquées que nos valeurs sont

semblables a celles rapporté par Pala et al .,(2013) qui ont trouvé sur 88 patients seulement 6 cas. Par contre
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les travaux de Xi et al.,(2020) ont rapportés 1072 cas sur 9594 patients , ces valeurs sont plus élevés a nos
résultats ainsi que 1’étude menée par Li et al.,(2020) qui a révélé 179 cas sur un total de 1127 patients.

La variabilité de réparation selon les types histologique peut étre expliquée par la spécificité de laboratoire

et I'échantillonnage recu dans la période de stage.

I1l.  1.2.6. Selon la Classification histologique de pTnm :
a) Selon taille de tumeur :
Selon la (figure 34) nos résultats indique la taille des tumeurs gastriques, nous avons obtenu les

résultats suivants :

e T1:tumeur limitée a la muqueuse ou a la sous muqueuse (tumeur superficiel) aucun cas (0%0) n’a été
détectée dans notre étude.

e T2 :tumeur étendue a la musculeuse, notre étude a révele deux cas (10%o).

e T3: tumeur envahissant la sous sereuse (y compris les ligaments gastrocolique et gastrohépatique ou
le grand épiploon), nous avons enregistré 5 cas environ (25%o).

e T4 :tumeur envahissant la séreuse ou les organes adjacents, nous avons trouvé 3 cas (15%),

cependant 10 cas I’équivalent de 50% sont classé non détermines.
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Figure 34 : Répartition selon Le paramétre T (Taille de Tumeur).

Nos résultats concernant le stade T1 concordent avec I’étude de Pala et al.,(2013) qui ont révélé 4 cas sur
88 patients et celle de Franceshini et al.,( 2020) qui ont détecté a leurs tours 11 cas sur 61 malades.
Inversement a nos résultats, I’étude de Koseki et al.,(2021) a montré 1806 cas T1 sur un nombre total de
2885 patients.

Concernant le stade T2, nos résultats ont identifiée 2 cas sur 20 patients, ceci vas dans le méme sens que

les résultats de Pala et al.,(2013), qui ont trouvé 11 cas T2 sur 88 patients.

Toutefois, les travaux de Franceshini et al.,(2020) sur une population de 61 malades et ceux de Koseki
et al., (2013) chez une population Japonaise de 2885 malades ont détecté 19 et 370 cas classé T2

respectivement.

Pour le stade T3 nous avons trouvés 5 cas sur 20 patients, ceci concorde avec les résultats de
Franceshini et al.,(2020) qui ont enregistré 21 cas sur 61 malades. Néanmoins, nos résultats sont en
discordance avec les études de Pala et al .,(2013) et Koseki et al .,(2021) qui ont rapportés 62 et 213 cas T3

chez 88 et 285 patients respectivement.
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Quant au stade T4, les valeurs obtenues dans notre étude se rapprochent de celle de Koseki et al .,(2021).
Contrairement les travaux de Pala et al .,(2013) ont rapporté un nombre de cas de 62 chez une population de
88 patients. Parallelement a cette étude, Franceshini et al.,(2020) ont enregistré un nombre de cas T4

doublement plus éléves a nos résultats.

Cette différence des valeurs de cette classification est probablement liée au nombre limité d'échantillons et

méme a la présence des stades avancés dans notre tranche étudiee
b) Selon le parametre nombre de ganglions :

Les résultats obtenus dans cette étude concernant le nombre ganglionnaire sont illustrés dans (Figure 35).
Nous avons déduits les cas suivants :

e NO : pas d’envahissement ganglionnaire, 1 cas sur 20 patients I’équivalent de 5%

e N1:1a2 ganglions métastatiques avec 2 cas a raison de 10%o.

e N2 :3a6 ganglions régionaux métastatiques, 3 cas avec un taux de 15% ont été détectés .
e N3:7a 15 ganglions régionaux métastatiques, avec 4 cas a raison de 20%o.

e 10 cas ont été signalés comme résultats non déterminées (50%b).

/ non

|' determinées
' 50%

Figure 35 : Répartition selon parametre N (nombre de ganglions).
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L'invasion ganglionnaire dans notre étude a révélé un seul cas NO sur 20. En revanche, ce résultat ne
corrobore pas avec les travaux de Li et al .,(2020) qui ont dénombrés 922 cas sur un total de 1127 patients,
ainsi, que I'étude de Koseki et al., (2021) qui a identifié une valeur hautement éleve 2885 cas NO sur 2479

patient. De méme, pour Feng et al.,(2021) qui ont noté 132 cas NO chez 214 patients .

Le Stade ganglionnaire N1 est constaté chez 2 cas de nos patients. Cette valeur se rapproche de celle
trouvé par Koseki et al.,(2021). Cependant, Li et al .,(2020) ont détectés sur 1127 patient 244 cas N1, ces
résultats vont dans le méme sens que ceux rapportés par Feng et al.,(2021) qui sont de 45cas N1 sur 214
patients. Ces résultats sont significativement élevés par rapport a ce trouvé dans notre étude.

Concernant le stade ganglionnaire N2 nous avons trouvés 2 cas sur 20 patients ce qui ne concorde pas
avec les travaux de Li et al.,(2020) chez 1127 patients et ceux de Koseki et al.,(2021) sur 2885 malades ,
qui ont trouvé respectivement 251 et 255 cas N2 respectivement. Toutefois, nos valeurs sont en accord avec

les travaux de (Feng et al.,2021).

Enfin pour le stade ganglionnaire N3 nous avons observé 4 cas sur 20, cette valeur est inférieure a celle
trouvée par Li et al.,(2020). De méme, nos résultats dépasse de loin ceux enregistrés par Feng et al.,(2021),
qui ont dénombré 10 cas N3 uniquement sur 214 patients. De plus, nos résultats sont identiques a ceux

rapportés par ( Koseki et al.,2021).

Cette différence des valeurs de cette classification est probablement liée au nombre limité d'échantillons et

méme a la présence des stades avancé dans notre tranche étudiée.

c) Selon le paramétre M (métastatique ou non) :

Les résultats de cette étude représentée par (figure 36) révélent :

e 209% (4 cas) sont des tumeurs métastatiques.
e 259% (5 cas) sont des tumeurs non métastatiques.

e 550% (11 cas) sont classés non déterminées.
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EMO0 OM1 mnondetermines

Figure 36 : Répartition selon le paramétre M (métastatique ou non).

Nos résultats lies a la présence ou lI'absence de métastase, montrent dans un premier lieu, une
prédominance des cas non métastatique M 0 avec 5 cas sur 20 patients. Ce résultat est en discordant avec
celui de Franceschini et al.,(2020), qui n‘ont noté aucun cas non métastatique chez 61 patients.
Contrairement, Li et al.,(2020) ont trouvé une valeur extrémement importante des cas non métastatiques

avec un nombre de 1112 cas sur un total de 1127 malades.

Dans un second lieu, le nombre des cas métastatiques M1 dans notre étude est de 4 patients sur 20, ce qui
est inférieur aux valeurs trouvée par Li et al.,(2020) et Franceschini et al,(2020) qui ont enregistré un

nombre des cas métastasique de 9 et 2 sur un nombre de patients de 1127 et 61 patients respectivement.

Cette différence des valeurs de cette classification est probablement liée au nombre limité d'échantillons et

méme a la présence des stades avancé dans notre tranche étudiée.

1. 1.2.7. La répartition selon le siege anatomique région de la Iésion
Nos résultats obtenus dans cette étude sont illustrés sur la (figure 37) qui montre des valeurs élevées de la

localisation antrale des ADK. Le plus fréquemment touché avec un taux de 20% (4 cas) , 15% sont de
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localisation fundique (3 cas) en égalité avec la région antro-pylorique, suivie de la région cardiale avec un
pourcentage de 10% (2 cas). En revanche un seul cas seulement est de localisation pylorique (5 %), et 35%
des cas sont de localisation indéterminée 7 cas.

mantrale fundique antropylorique

M pylorique B cardiale non determinée

35%

Figure 37 : Répartition des patients selon le siege anatomique.

D’apres ces résultats et selon le degré de la localisation tumorale, nous déduisons que la partie
antrale est la plus touché. Ce résultat va dans le méme sens que I’étude de Pala et al,.(2013) avec un

pourcentage de 83%, celle de Yan et al ., (2014) avec un taux de 46.3% et enfin Gulken et al.,(2021) avec
une valeur de 25%.

On peut expliquer la variabilité entre ces résultats par la spécificité de laboratoire et de I'échantillonnage.

I11. 1.3.Etude immuno-histochimique :

I1l.  1.3.1- Selon I’expression de la protéine HER2
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Nous avons effectué la technique d’immunohistochimie sur 6 cas parmi les 20 patients susceptibles
d’avoir une grande surexpression du récepteur HERZ2, et nous avons observé les résultats illustrés dans la
(Figure 38), ou nous avons enregistré un taux de 50 % environ 3 cas, avec un score 0+ (Figure 39), 33%
I’équivalent de 2 cas avec un score 1+ (figure 40), 17% a raison d’un cas score 2+ équivoque (Figure 41),
et 0% de score 3+ (Figure 42).

Il faudrait confirmer le score 2+ par la technique de biologie moléculaire (CISH)

score 0+ mscore 1+ mscore2+ Mscore 3+

0%

50%

Figure 38 : Répartition des patients selon ’expression du récepteur HER2.
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Figure 39 : Marquage de HER2 d’adénocarcinome gastrique avec un score 0+ G 40x.
1- Marquage imperceptible.
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Figure 40 : Marquage de HER2 d’adénocarcinome gastrique avec un score 1+ G: 20x.

1- Présence de marquage du récepteur HER2 dans 5 cellules adjacentes cohésives.
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Figure 41 : Marquage de HER2 d’adénocarcinome gastrique avec un score 2+ (équivoque) G:20x.

1- Marquage basolatérale du récepteur HER2 de 10 cellules adjacentes.
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Figure 42 : Marquage de HER2 d’adénocarcinome gastrique avec un score 3+ a G : 10x
(Grillo et al., 2013).

1- Marquage basolatérale intense du récepteur HER2.

L’étude immunohistochimique pour la recherche de ’expression du récepteur HER2 a été réalisée sur 6
cas des 20 patients étudiés. En effet, nous avons identifiée selon la (Figure 38), 3 cas sur 6 score 0+,
représenté par la (Figure 39). Cette derniére montre une absence de marquage. Ce qui prouve 1’absence
d’expression du récepteur HERZ2, ce résultat va pas dans le méme sens que celui de Motoshima et al.,(2018)
qui n’ont identifiéé aucun cas, score 0+ chez 212 patients . Nos résultats se rapprochent du résultats de Kim

et al.,(2007) ou sur une population de 248 ils ont trouvé 91 cas avec un score 0+.

D’autres part, nous avons trouvé 2 cas score 1+ sur 6 patients (Figure 38). La photomicrographie
(Figure40) correspond a ce score qui révele un marquage membranaire incomplet et une intensité faible

-<10% des cellules.
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Ces observations sont similaire a ceux de Kim et al.,(2007) qui parmi 248 patients, ont trouvés 101 cas

score +1. Contrairement a nos résultats, Motoshima et al.,(2018) n’ont identifié¢ aucun cas score 1+ .

Par ailleurs, un seul cas ambigu score 2+ a été identifieé sur 6 malades (Figure 38). La représentation
photomacrographique de ce score est illustrée dans la (Figure 41) ou nous remarquons des cellules avec un

marquage membranaire totale, d’intensité modérée >10 %o.

Ce résultat se rapproche de celui de Kim et al.,(2007) qui ont dénombré 46 cas de score 2+ chez 248

patients. Toutefois, Motoshima et al.,(2018) ont rapporté un nombre plus important des scores 2+.

En revanche, aucun cas positif HER2 de score 3+ caractérisé par un marquage complet cytoplasmique et
membranaire basolatérale a intensité forte et nette n’a était détecté (Figure 42), ce qui corrobore avec 1’étude
de Kim et al., (2007) et de (Motoshima et al.,2018).

L'absence de compatibilité entre nos résultats et les résultats méne précédemment ne peut étre expliquée

que par le nombre minimal des échantillons étudié par rapport aux autre travaux.

Ainsi, Le patient marque score 2+ nécessite une confirmation du statut d’amplification de ’HER?2

par la technique d’hybridation in situ (CISH).

D’apres la technique de confirmation CISH, qui consiste dans un premier lieu, a dénombrer le géne
HER?2 dans les noyaux illustrés sous forme de spots verts (Figure 43) et dans un deuxieme lieu énumerer le

nombre des centromeres du chromosome 17 sous forme de spots rouges (Figure 43).
La technique CISH appliquée pour notre patient a réveler les résultats suivants :

- Nombre de cellules analysées : 30.

- Nombre de copies HER2: 75.

- Moyenne de copie HER2 (nombre de copies HER2/ nombre de cellules analysée) : 2.5.
- Nombre de copies CEP17: 60.

- Ratio (HER2/CEP17): 1.25.
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Figure 43: Photomicrographie de technique CISH d’un cas HER 2 non amplifié.

SR: Spots rouges centromeres chromosomes 17.
SV: Spots verts gene HER2.

B: Noyaux en bleu.

D’apres les recommandations d’Asco/cap 2016, qui stipule qu’un résultat est dit HER2 positif
(amplifi¢), lorsque le ratio d’amplification de HER2 est >2. Dans notre etude le seul cas score 2+ identifié
est caractérisé par un Ratio de 1.25, cette valeur reste inférieure aux recommandations d’Asco/cap. Ceci

prouve que le statut de notre patient est HER2 score 2+ non amplifié.

Nos résultats sont contradictoires avec plusieurs études qui ont rapportés des valeurs supérieures aux
miennes , telle que 1’étude de Kiyose et al.,(2012), qui ont obtenue sur 13 patients analysés par CISH, 12
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cas amplifiés et d’autres résultats hautement supérieurs ont été aussi révélés par Fanceschini et al.,(2020 )
qui ont dénombrés 10 cas amplifiés sur 37 patients. De méme pour les résultats des travaux de Di Pinto et

al.,(2020) qui ont dénombrés 43 cas sur 70 patients , cette contradiction est due a la variation de la taille
d’échantillonnage .

L'absence de compatibilité entre nos résultats et les résultats méne précédemment ne peut étre expliquée
que par le nombre minimal des échantillons étudié par rapport aux autre travaux.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Le cancer gastrique est le quatrieme cancer le plus fréquent et la deuxiéme cause de déces par
cancer dans le monde. Les facteurs de risque de la maladie comprennent l'infection a Helicobacter
pylori, facteurs génétique, 1’age, ou une consommation élevée de sel et une alimentation pauvre en

fruits et légumes.

Cette étude consiste a étudier la relation entre les caractéristiques clinico-pathologiques du cancer
gastrique et ’expression de HER?2 ainsi que la détermination du statut d’amplification de HER2 par

la technique CISH.
A Dinstar des résultats obtenus nous déduisons que :

- Le cancer gastrique touche la catégorie d’age entre [40 a 49] ans et [70 a 79] ans, avec une
prédominance masculine et un sexe ratio de 2.33 M/F.

- Le type histologiqgue OMS le plus fréquent est I’adénocarcinome a cellules indépendantes avec
un taux de 45% (9 cas) suivi du type tubuleux 15% (3cas), type mixte et mucineux (5%) avec
(1cas) pour chacun et 0% le type papillaire. La localisation antrale est majoritaire avec un taux
de 20%. Suivi par le siége fundique avec un pourcentage de 15 % (3 cas) en égalité avec la
localisation antro-pylorique, puis la région cardiale avec 10% (2 cas) et enfin un taux de 5% (1
cas) est de siege pylorique.

- Le grade peu différencié avec une valeur de 50 % (10 cas), suivie par le moyennement
différenciée 30% (6 cas) et le grade bien différenciée 20% (4 cas).

- L’infiltration du filet nerveux est importante avec un taux de 45% (9 cas) et 20% ne présentent
aucune infiltration.

- Les résultats de répartition TNM ont montré que le taux des tumeurs primitifs T1 et T2 est de
10%, suivi de T3 a 25% et T4 a un pourcentage de 15 %.

- Les nombres des ganglions NO, N1, N2 et N3 sont représentés par les pourcentages suivants
5%, 10%, 15% et 20% respectivement.

- Le taux des patients qui ont atteint le stade métastatique M1 est de 20 %, alors que 25 % des

cas sont au stade non métastatique MO.
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- La proteine HER2 non surexprimée avec un score 0+ est constate chez 50% des cas, a raison de 3 patients
sur 6.Pour le score 1+ le taux est de 33%b, alors que 17% des cas, ont un statut HER?2 score 2+ représenté
par un seul cas qui est vérifié dans un second temps par la technique d’hybridation in situ (CISH) et enfin
0% est noté pour le score 3+.

- D’aprés I’examen CISH, nos résultats ont révélé un ratio de (HER2/CEP17) de 1.25, ce qui signifie selon
la recommandation d’Asco/cap un ratio < 2 et donc une absence totale de I’amplification des génes
HER2.

Malgré son rdle pronostique controversé, HER2 est émerge comme une nouvelle cible thérapeutique clé
dans le cancer gastrique. Cette étude reste limitée suite a un échantillonnage étriqué, vu la non disponibilité du
réactif HER2, en plus des conditions sanitaires difficiles a cause de la pandémie au Covid 19. Néanmoins, ce

travail peut constituer une base pour développer d’autres études plus approfondies.

A T’issue de cette étude, plusieurs orientations peuvent étre envisagées et pourront faire 1’objet de travaux

futurs:

Elargir le nombre d’échantillonnage,
Rechercher les cas HER2 positifs et les comparer au stade précoce.

Etudier la corrélation entre le stress oxydatif et I’expression de HERZ2.

YV V V V

Mettre en évidence I’intérét du test sanguin HER2 afin de I’inclure dans le bilan de routine de

diagnostic des patients atteints de cette maladie.
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ANNEXE I

Tableau I : Matériel et réactifs utilisés pour I’étude histologique

Appareillage

Réactifs

-Automate de circulation (Leica TP1020).

-Appareil d’enrobage (Leica)

-Microtome (LeicaRM2235).

- Plaque chauffante

-Bain marie.

-Etuve (FN500)

- Automate de coloration (Dako CoverStainer)

-Formol (formaldéhyde a 10 %)

-Solutions d’alcool (éthanol) a différentes

concentration

-Xylene (solvant organique)

-Paraffine

-Eau distillée

-Hématoxyline

-Eosine

-Résine de montage (Eukit)

-Lames

-Lamelles




ANNEXE I

Tableau I1: Matériel utilisé pour 'immunohistochimie

Produits et Réactives

Matériels Appareillage

- Lames silanisées - Microtome Xyléne

- Chambre humide - Plaque chauffante Alcool

- Micropipettes - Bain marie Eau oxygéné (H202)
- Lamelles Ac primaire

- Dakopen Ac secondaire

- Bacs en verres

Wash Buffer ( PBSPhosphate
Buffered Saline )

Solution tampon de ringage
(TRS Target Retrieval Solution)
RévelateurDAB (3-3 Diamino
Benzidine) +Chromogéne.
Hématoxyline de MAYER

Microscope
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Tableau I11: Matériels utilisé pour I’hybridation in situ CISH

Matériels Réactifs
- Lames silanisées Xylénes
- microtomes EDTA
- plaque chauffante Eau distillée

- bacs de Xylénes
- bacs d’éthanol

- Pen diamond

- Chambre humide
- Hybridizer

- Centrifugeuse

- Microscope optique

Enzyme pepsine

Anticorps primaire Antidig DRB
Anticorps secondaire

Nuclear blue solution

TBS

CS2

Solution de ringage

Reveélateur de centromere AB-RED

Révélateur de géne HRP-GREEN
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L’appareillage de I’étape histologique :

Figure 2 : Appareil d’enrobage(Leica)

Figure 3: Microtome (Leica RM2235). Figure 4 : Etuve (FN500).
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Figure 5 : Bain marie Figure 6: Microtome de coloration

Réactifs de I’étape histologique

Figure 7 : Formole Figure 8 : Ethanol
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Figure 9 : Xylene Figure 10 : Paraffine
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Figure 11 : Hématoxyline de Meyer Figure 12 : Eosine
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Figure 13 : Les lamelles Figure 14 : Réception de la piece gastrique

Les etapes histologiques :

Figure 15 : Mesure de la gastrectomie Figure 16 : Localisation de la tumeur



ANNEXE II

Figure 18 : Enrobage dans la paraffine Figure 19 : Démoulage des cassettes
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Figure 20 : Bloc d’un tissue gastrique susceptible de contenir ADK

Figure 21 : Réalisation des coupes au microtome Figure 22 : Lame sur une plaque chauffante
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Figure 23 : Lames mise dans étuve

Figure 25: Coloration des lames (manuelle) Figure 26:Coloration des lames dans ’automate
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Figure 27 : Etape de montage lame et lamelle

1: Résine de montage
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Réactifs et appareils de P'immunohistochimie

wor: P

Figure 28: Bain marie Figure 29: Hématoxyline de Meyer

-~

Figure 30: Dakopen Figure 31 : Lame sianisée



ANNEXE III

Figure 32: Révélateur DAB + chromogene. Figure 33: Anticorp primaire anti HER2 + diluant

Figure 34 : Préparation des coupes par microtome.
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Figure 35 : Déparafinage dans du xyléne. Figure 36 : Contournage de la zone d’échantillon.

Figure 37 : Application de ’anticorps secondaire dans la chambre humide.
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Figure 38: Coloration a hématoxyline de Meyer. Figure 39: Ring¢age a I’eau courante.
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Réactifs de la technique d’hybridation in situ CISH

Figure 40: Nuclear Blue solution Figure 41: Colle Fixogum

Figure 42 : Enzyme pepsine Figure 43: Sonde (HRP/AP-polymerase
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Figure 44: Révélateur de gene (HRP-Green Solution) Figure 45: Xylene

Figure46 : Révelateur (AP RED Solution) Figure 47 : Peroxydase d hydrogene H202
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Figure 48 : Solution EDTA Figure 49: Solution de Ringage (Wash buffer SSC)

Figure 50 : Appareil Hybridizer Figure 51 : Diamond pen
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Figure 52 :Verre Figure 53: Pince

Figure 54 : Porte lamelle
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Tableau 1 : Répartitions selon le sexe

Homme Femme
Sexe 14 6
Tableau 2: Repartitions selon I’age
Age Effectif des patients
[30-39] 3
[40-49] 5
[50-59] 2
[60-69] 3
[70-79] 5
[80-89] 2
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Tableau 3 : Répartitions selon le type de prélévement

Nature du prélévement

Nombre de cas

Biopsie 11
Gastrectomie 7
Bloc communiquée 2

Tableau 4 : Repartitions selon la taille de tumeurs

Taille des tumeurs

Nombre de cas

[0.2-3]cm 13
[3-5] cm 3
[5-9] cm 4
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Tableau 5 : Répartitions selon le type de prélévement

Grade histologique

Nombre de cas

bien différenciée 4
Moyennement différenciée 6
Peu différenciée 10

Tableau 6 : Repartitions selon le type histologique OMS

Type histologique

Nombre de cas

Cellules independante 9
Mucineux 1
Papillaire 0
Tubuleux 3
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Mixte ( composant )

non déterminée

Tableau 7 : Répartitions selon Pinfiltration du filet nerveux

Infiltration Nombre de cas
oui 9
non 4
non déterminée 7

Tableau 8 : Repartitions selon Le Parameétre T de la classification TNM

Classification selon paramétre T

NOMBRE DES CAS

T1
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T2 1

T3 5

T4 4
Non déterminée 10

Tableau 9 : Repartitions selon Le Paramétre N de la classification TNM

Classification selon N

Nombres de cas

NO 1
N1 3
N2 2
N3 4
N4 0
Non déeterminée 10
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Tableau 10 : Répartitions selon Le Paramétre M de la classification TNM

classification selon M

Nombre de cas

MO 5
M1 5
non déterminée 10

Tableau 11 : Répartitions selon Le siége de la tumeur

Siege anatomique

Nombre de patients

Antrale 4

Fundique 3
Antro pylorique 3

Pylorique 1
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Cardiale

Non déterminée

Tableau 11 : Répartitions selon Le siége de la tumeur

HER2 Nombre de cas
score 0+ 3
score 1+ 2
Score2+ 1
score 3+ 0

Tableau 1 : Répartitions selon le sexe

Homme

Femme

Sexe

14
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Tableau 2: Repartitions selon I’age

Age Effectif des patients
[30-39] 3
[40-49] 5
[50-59] 2
[60-69] 3
[70-79] 5
[80-89] 2

Tableau 3 : Répartitions selon le type de prélevement

Nature du préléevement

Nombre de cas

Biopsie 11
Gastrectomie 7
Bloc communiquée 2

Tableau 4 : Répartitions selon la taille de tumeurs

Taille des tumeurs

Nombre de cas

[0.2-3] cm 13
[3-5] cm 3
[5-9] cm 4
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Tableau 5 : Répartitions selon le type de prélevement

Grade histologique Nombre de cas
bien différenciée 4
Moyennement différenciée 6
Peu différenciée 10

Tableau 6 : Répartitions selon le type histologique OMS

Type histologique Nombre de cas
Cellules independante 9
Mucineux 1
Papillaire 0
Tubuleux 3
Mixte ( composant ) 1
non déterminee 6

Tableau 7 : Répartitions selon infiltration du filet nerveux

Infiltration Nombre de cas

oui 9
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non

non déterminée

Tableau 8 : Répartitions selon Le Parametre T de la classification TNM

Classification selon paramétre T

NOMBRE DES CAS

T1 0
T2 1
T3 5
T4 4
Non déterminée 10

Tableau 9 : Repartitions selon Le Parameétre N de la classification TNM

Classification selon N

Nombres de cas

NO 1
N1 3
N2 2
N3 4
N4 0
Non déterminée 10
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Tableau 10 : Répartitions selon Le Parameétre M de la classification TNM

classification selon M

Nombre de cas

MO 5
M1 5

non déterminée
10

Tableau 11 : Répartitions selon Le siége de la tumeur

Siege anatomique

Nombre de patients

Antrale 4
Fundique 3
Antropylorique 3
Pylorique 1
Cardiale 2
Non déterminée 7
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Tableau 11 : Répartitions selon le siége de la tumeur

HER2 Nombre de cas
score 0+ 3
score 1+ 2
Score 2+ 1
score 3+ 0
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