) Al agall 4 i) Jad) Ay sgeand)
République Algérienne Democratique et Populaire

.b
el il g lall aglail) 3513 9

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
1 sl calad e dzala
Université Saad Dahleb Blida 1

Faculté Des Sciences De La Nature Et De La Vie

Département De Biologie et Physiologie Cellulaire
Mémoire
En vue de ’obtention du Diplome d'un Master Académique

Option : Biologie Moléculaire et Cellulaire

Chef d’option : Dr. SAADI L.

THEME Q

L’apport de Pimmunohistochimie dans le diagnostic et

la thérapie des carcinomes broncho pulmonaires

et Présenté par :
M®"® Boukhedad Nesrine et M®"® Melzi Lydia

Soutenu publiquement le 11/09/2022. Devant le jury composé de :

M™€ Hamzi.W  Maitre de conférences A SNV, BLIDA 1 Président

M™Me Keskas.S MAA SNV, BLIDA 1 Examinatrice
M™€ Maloum.N Maitre-assistante CHU- Douéra Promotrice
M™€ Kanane.A Maitre de Conférence A SNV, BLIDA1L Co-promotrice

Année Universitaire : 2021/2022




=Y

NN N N N N N AN N N N N N N N N N N N NS

Remerciements

Nous remercions Allah, le tout puissant, pour sa miséricorde, sa clémence et de nous avoir
donné la force et la volonté pour terminer ce travail. Nous tenons a remercier toutes les
personnes qui ont contribué au succeés de notre stage et aider dans la rédaction de ce

mémoire.

Tous d’abord, nous tenons a remercier notre encadreur Dr. Maloum Nabila de nous
avoir fait 'honneur de diriger ce travail. Nous vifs remerciements pour ces conseils, son
aide, sa disponibilité et son intérét pour ce travail. Qu’elle trouve ici le témoignage de

notre pI‘OfOI’ld respect et sincére reconnaissance.

A notre Co-promotrice Dr. Kanane Amel de nous avoir aidé durant toute cette
étude, pour ces conseils pertinents et sa profonde gentillesse, c’était un réel plaisir de

travailler avec elle.

Nous adressons nos remerciements aux membres de jury madame Hamzi.W et

madame Keskas. S, de nous avoir fait I’honneur d’accepter de juger notre travail.

Nos vifs remerciements vont, plus particuliérement, a M™€ SAADI. L de nous avoir
bien formé et transmis son savoir et de réunir tous les moyens nécessaires pour le bon

déroulement de notre cursus. Qu’elle trouve ici notre profonde gratitude.

Enfin, nous n’oublions pas de remercier le professeure Belarbi chef de service
d’anatomie pathologique et monsieur Kheroubi Hakim du CHU Douera et I’ensemble du

personnel du laboratoire pour leur accueil et aide afin de réaliser ce travail.

vy
44,

eAEEAEEAEEAEEAEEAEEAEEAEEAEEAEENEEAEENEEAEAS




DIDICACE

o

y ¥ , . . o [ , .
l, ; de mes études et m’a inspiré les bons pas. Je dédie ce mémoire :
.~ A ma trés chére mére

© Quoi que je fasse, je ne saurai point te remercier comme il se doit.Ton affection

' me couvre, ta bienveillance me guide et ta présence a mes cOtés a toujours été ma
i
*

N e

source de force pour affronter les différents obstacles.

. A mon trés cher pére

P 30T L DN ORI N MO B ) (st oy s L
Fan e
O
g
e
s b
"’

Tu as toujours été a mes cOtés pour me soutenir et m'encourager. Que ce travail

e G,

R

= .
L3 ool
klap T

traduit ma gratitude et mon affection.

A mes trés chers fréres Amine et Oussama et ma sceur Malak,

N I A SN A SO AN

L&

Puisse Dieu vous donne santé, bonheur, courage et surtout réussite.

ERA 4 e

' . A mon binéme Lydia, Pour ses efforts tout au long de cette période de travail

et tout le temps que nous avons passé ensemble

» A tous ceux qui m'ont soutenu dans mon cheminement de prés ou de loin,
9

Que Dieu vous bénisse et vous accorde la réussite.



:"

soutient, et éducation. Que Dieu vous protége je Vous remercie ;

~ & L 48 e SR
,\b'“'ﬂr,ﬁ@

Je le dédie aussi a mes soeurs Sihem et Naouel et a mon frére Oussama ;

S e

% :
: §
. 0 . ] g 2 ) £
. Je remercie mon binbme Nesrine pour ces efforts, afin de réaliser ce travail et
x 2%
.J'é ) 7 é %
L pour tous les moments qu'on a vécus ensemble. &
il § 3
il {1
it Je tiens a dédier et remercier mes chéres amies Kaouther et Louisa pour leurs |
g; "" . \ e H h?":
i | soutient a mon égard ; i
{ ¢
t i i
R‘ s ;[ o Q o N o o ) . ,f’
: ¥ Je dédie ce travail a tous mes amis que j'aime et tous ceux qui m’aiment et
A ,
L @ )
¥ m’estiment, mes vifs remerciements pour leur soutient et encouragements ; |
L4 ;
» 2 ;:~

A4 Je dédie ce travail a toute la promotion BMC 2022.

e C S

AT S TS MU A NI 9 LR



Résumé

L 4

Ce travail a pour but d’étudier 1’apport de I’immunohistochimie dans le diagnostic et

la stratégie thérapeutique des carcinomes broncho- pulmonaires.

Pour cela une étude rétrospective de 253 cas de cancers broncho- pulmonaires
diagnostiqués au Service Anatomie pathologique du CHU (Douéra) a été realisée. Les
parametres épidémiologiques, anatomopathologiques et immunohistochimiques ont été
relevés a partir des fiches de demande et des comptes rendus anatomopathologiques des

patients.

Les résultats épidémiologiques ont montré une prédominance masculine avec un (sexe
ration de 4,7), un pic de fréquence entre 60 et 70 ans avec un age moyen de 65 ans, ces

résultats concordent avec les données de la littérature.

Les carcinomes bronchiques non a petites cellules (89% des cas) sont majoritaires par
rapport aux carcinomes a petites cellules et les adénocarcinomes est le type histologique le

plus fréquent.

Le nombre élevé des CBNPC peu différenciés (formes solides est de 40%0), d’ou il est
devenu indispensable de donner le sous type histologique précis. Le recours a I’IHC dans les
adénocarcinomes bien différenciés a pour but de distinguer [’origine primitive ou
métastatique de la prolifération et de confirmer la nature neuroendocrine des CPC

(Carcinomes a Petites Cellules).

Des anticorps sensibles et spécifiques sont utilisés notamment le TTF1 et le Napsin A
pour les adénocarcinomes, la P63 et P40 pour les carcinomes épidermoides et enfin les

marqueurs neuroendocrines pour les CPC, conformeément aux recommandations.

Dans ce travail, 1’étude immunohistochimique est également employée dans le but de
rechercher I’altération moléculaire ALK au niveau des adénocarcinomes, et I’expression du
PDL1 dans certains CBNPC. Ceci a pour objectif de bénéficier les patients d’une thérapie

ciblée.

Mots clés: Cancer broncho-pulmonaire, immunohistochimie, TTF1, Napsin A, P63, P40,

adénocarcinome, carcinome épidermoide.
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The purpose of this work is to study the contribution of immunohistochemistry in the

diagnosis and therapeutic strategy of pulmonary carcinomas.

For this purpose a retrospective study of 253 cases of broncho-pulmonary cancers

diagnosed at the Department of Pathological Anatomy CHU (Douéra) was carried out.

Epidemiological, anatomopathological and immunohistochemical parameters were

identified from patient demand sheets and anatomopathological reports.

Epidemiological results showed a male predominance with one (4.7 sex ration), a peak
frequency between 60 and 70 years with an average age of 65 years, these results are
consistent with the data in the literature.

Non-small cell bronchial carcinomas (89% of cases) are the majority compared to small

cell carcinomas and adenocarcinomas are the most common histological type.

The high number of slightly differentiated CBNPC (solid forms is 40%), from which it
has become essential to give the precise histological subtype. The use of IHC in well-
differentiated adenocarcinoma is intended to distinguish the primary or metastatic origin of

proliferation and to confirm the neuroendocrine nature of CPC (Small Cell Carcinomas ).

Sensitive and specific antibodies are used including TTF1 and Napsin A for
adenocarcinomas, P63 and P40 for squamous cell carcinomas and finally neuroendocrine

markers for CPC, as recommended.

In this work, the immunohistochemical study is also used, in order to look for the
molecular alteration ALK in adenocarcinomas, and the expression of PDL1 in some CBNPC.

This is intended to benefit patients from targeted therapy.

Keywords: Broncho-pulmonary cancer, immunohistochemistry, TTF1, Napsin A, P63,

P40, adenocarcinoma, squamous cell carcinoma.
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Introduction

Le cancer du poumon est dominé par les carcinomes bronchiques, definis comme
étant toute prolifération tumorale maligne développée a partir de I’épithélium du poumon ou

de I’arbre bronchique.

C’est un Vvéritable probleme de santé publique, sa fréquence et en nette augmentation
et il constitue la premiere cause de mortalité dans le monde et en Algérie.

Selon Globocan., (2020), le cancer du poumon en Algérie occupe la premiére place
chez les hommes, soit 15,2% des cancers masculins, suivi des cancers de la prostate et de la
vessie.

Par ailleurs, le diagnostic du cancer pulmonaire repose sur un faisceau d’arguments,
cliniques non spécifiques, radiologiques mais surtout anatomopathologique afin d’apporter un

diagnostic précis a travers un matériel biopsiques et cytologique.

Selon la taille des cellules, le cancer du poumon est classé en deux grandes
catégories :

» Les carcinomes dits « non-a petites cellules » (Non-Small Cell Lung Carcinomas,
NSCLC), sont majoritaires et représentent 80% des carcinomes bronchiques. lls dérivent
des cellules souches épithéliales de la muqueuse broncho-pulmonaire. 1ls présentent selon
les caractéristiques morphologiques, immunohistochimiques et ultra structurales, plusieurs
sous types histologiques, entre autres les adénocarcinomes les plus fréquents, suivis des
carcinomes épidermoides.

» Les carcinomes dits a « petites cellule » (Small Cell Lung Carcinoma : SCLC), de nature
neuroendocrine, dont la taille est inférieure de 3 fois la taille des lymphocytes (Antoine,
Metal ., 2018)

Au départ, du fait que la thérapie est peu développée, il n’était pas nécessaire de sous
typer les carcinomes bronchiques non a petites cellules. Le pathologiste devait juste faire la
part des choses entre CBNPC et CPC. Plus récemment, avec le développement
thérapeutique et une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de la
carcinogénése, il est devenu indispensable pour les CBNPC de distinguer les
adénocarcinomes des carcinomes épidermoides. A cet effet, 1’étude immunohistochimique
(IHC) est introduite par 1’organisation mondiale de la santé en 2015, particulierement pour les

formes peu différenciées et devenue un outil de diagnostic incontournable.
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Ainsi, les deux marqueurs les plus utilisés sont le TTF1 et la P40 pour les
adénocarcinomes et les carcinomes épidermoides respectivement (Lantuejoul. S, 2014).

Outre son rdle diagnostic, I’IHC a un intérét thérapeutique par la mise en évidence de
certaines altérations moléculaires pouvant bénéficier d’une thérapie ciblée ou pour la

recherche d’expression de PDL1 pour I’immunothérapie.

Malgré les progres thérapeutiques, le pronostic des cancers broncho-pulmonaires reste
sombre, du fait d’un diagnostic tardif avec une survie globale tous stades confondus a 5 ans
toujours faible (EI-Bouhali A, 2016).

L’objectif de cette étude rétrospective sur 3 ans, a partir de I’année 2019 jusqu’a 2021,
est de déterminer le nombre des cas de carcinomes bronchiques ayant bénéfici¢ d’étude

immunohistochimique a but diagnostic et thérapeutique.
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I. Anatomie du poumon :

Les poumons sont des organes de respiration. Ils transmettent 1’oxygéne dans le sang et
¢liminent le gaz carbonique. L’étre humain en posséde deux, ils sont logés dans la cage
thoracique et protégés par les cotes. Ils reposent sur une vaste nappe musculaire, le
diaphragme, qui sépare le thorax de la cavité abdominale. Le poumon droit comprend trois
lobes alors que le gauche deux et ils sont entourés de deux feuillets appelés plévres.

L’air inspiré arrive aux poumons par des voies de conductions. Elles sont composées de la
trachée a laquelle fait suite les bronches souches droite et gauche qui se subdivisent en
bronches lobaires puis segmentaire et ainsi de suite jusqu’a arriver aux bronchioles,

débouchant dans les alvéoles (Figure 1) (Benlahoués, 2013).

Clavicule CAGE THORACIQUE

Coeur

Trachée Médiastin

Lobe
supérieur
Lobe
supérieur

Lobe Bronchioles

moyen

Lobe inférieur
Lobe

inférieur Alvéoles

Bronches

Vaisseau
sanguin

O, : oxygene
CO, : gaz carbonique

Figure 1: Anatomie du poumon (Benlahougs, 2013).).
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Il. Tissu pulmonaire

La coupe histologique du poumon montre des bronches, des bronchioles, des alvéoles, avec
une surface externe formée de plévre (Kierszenbaum, 2006).

Le revétement respiratoire pseudostratifié cilié renferme trois principaux types cellulaires :

- Cellules épithéliales ciliées,
- Cellules muco-sécrétantes,

- Cellules basales.

Néanmoins, la mugueuse bronchique est composée de rares cellules neuroendocrines ou

on trouve des granules de type neuro-sécrétoire.

Au niveau du bronchiole terminale, de rares cellules non ciliées appelées cellules de
Clara. Ces dernieres constituent le type cellulaire capital de 1’épithélium des bronchioles

respiratoires (Alan et James, 2006).

Dans chaque poumon il existe 150 a 400 millions d’alvéoles et chaque paroi alvéolaire

est faite d’un :

e Tissu conjonctif, riche en vaisseaux tres fins, appelés capillaires, dont elle est séparée par
une membrane, dont I’oxygéne est transféré de ’air vers le sang, et en sens inverse, le gaz
carbonique est éliminé (Elaine, 2008).

e L’épithélium alvéolaire, est formé d’une couche continue de cellules, constitué de deux

principaux types :

a) Pneumocytes de type |

Elles sont majoritaires et tapissent 95% de la surface alvéolaire, elles sont nommés
pneumocytes membraneux ou cellules de Clara. Elles interviennent dans les échanges

gazeux entre l'air intra-alvéolaire et les compartiments sanguins du poumon.

b) Pneumocytes de type 1l

Elles ne couvrent que 5 % environ de la surface épithéliale, de forme cubique a arrondie,
plus volumineuses et ne présentant pas d'extension cytoplasmique. Ces cellules synthétisent le
surfactant pulmonaire qui fluidifie le mucus et facilite les échanges gazeux (Witherden et
Tetley, 2001).
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11.1 Bronchioles terminales :

Elles sont limitées par un épithélium cubique simple, formé de quelques cellules ciliées et

de cellules de Clara, sans cellules caliciformes.

1.2 Bronchioles intra lobulaires :

Ellesont une lumiére étoilée, un épithélium prismatique cilié avec des cellules
caliciformes, et un tissu conjonctif adventitiel. Elles sont accompagnées par une artériole
(pédoncule bronchiolo-artériel) et des lymphatiques. Les veines, suivent les cloisons
conjonctives qui séparent les lobules. (Lacour et Belon, 2015).

11.3 Bronches interlobulaires :

Elles sont de moyen calibre, avec un épithélium pseudo-stratifié cilié, reposant sur un
chorion (Lacour et Belon, 2015).

La Figure 2 illustre I’histologie du poumon et bronchiole.
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Figure 2: Histologie du poumon et bronchioles (Alan et James, 2006).
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I11. Cancer du poumon

Le cancer broncho-pulmonaire est une tumeur maligne qui se développe a partir d’une
cellule initialement normale, subit des modifications sous 1’effet de différents facteurs qui
induisent sa multiplication de fagon anarchique. Le site de développement des cancers
broncho-pulmonaires est tres diversifié, il peut étre localisé dans les alvéoles pulmonaires,
dans des bronches, a la jonction entre les bronches principales ou a la périphérie (Chater,
2014).

111.1 Epidémiologie
I11.1.1 Etude descriptive
a) Incidence- mortalité dans le monde

Selon Globocan (2020), le cancer pulmonaire est le deuxieme cancer diagnostiqué dans le
monde avec 2 206 771 nouveaux cas chaque année. Il constitue 11.4% des cancers apres le
cancer du sein. Il est la premiére cause de mortalité, avec un taux de 18% de décés, attribués

au cancer broncho pulmonaire.
b) Incidence et mortalité en Algérie

En Algérie, le cancer du poumon occupe le troisieme rang des cancers aprées le cancer du
sein et colo rectal, avec 4774 nouveaux cas diagnostiqués chaque année. Cependant, il est la

premiere cause de mortalité par cancer, avec un nombre de 4333 déces par ans.

Chez I’homme, il vient en téte des cancers avec un taux de 15,2% environ 4159 cas
diagnostiqués, alors que chez la femme, il est loin apres les cancers du sein, colorectal et les

cancers gynécologiques Globocan (2020).

111.1.2 Etude analytique

I11.1.2.1 Facteurs de risques :

A. Tabac

C’est le facteur de risque le plus important, et le mieux connu.
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Environ 83 % des cancers du poumon sont attribués au tabac chez les hommes et 69,2 %
chez les femmes. Le risque relatif d’avoir un cancer de poumon pour un fumeur par rapport a
un non-fumeur est de 9,9. Ce risque dépend aussi bien du nombre de cigarette consommeé que
de la durée d’exposition (Schabath et Cote, 2019).

Le risque de cancer est diminué de 5 fois chez les personnes ayant arrété de fumer depuis
plus de dix ans. Néanmoins, les anciens fumeurs ont toujours un risque plus élevé par rapport
a ceux qui n’ont jamais fumé.

L’exposition passive au tabac constitue un facteur de risque, méme si celui-ci est

nettement moindre par rapport a I’exposition active (Doll et al., 2010).

Figure 3: les poumons d’un fumeur (b) et non fumeur (a). (Doll et al., 2010).

B. Facteurs de risques professionnels et environnementaux
a) Exposition a I’amiante

L>’amiante a connu de multiples utilisations industrielles. De nombreux ouvriers sont
exposés a I’amiante (production de garniture de frein, extraction de minerais, installation de
matériel friable a base d’amiante, électriciens, plombiers, macons...). L’exposition a la
poussiére d’amiante augmente de 5 fois le risque d’avoir un cancer bronchique. Il existe par
ailleurs un effet synergique du tabac et de ’amiante, le risque de cancer bronchique est 50 fois

plus importantes (Frusch et al., 2007).

b) Radioactivité

L’exposition a la radioactivité naturelle est due pour 59% au radon et I’exposition

individuelle a cette radioactivité est en fonction de la localisation géographique, des
7
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caractéristiques de 1’habitat et des conditions météorologiques. Le radon et ses descendants
radioactifs peuvent irradier les cellules de 1’épithélium bronchique et ainsi contribuer au

développement d’un cancer du poumon (Abratt et al., 1995).
c) Pollution atmosphérique

Le cancer du poumon est plus important en milieu urbain qu’en milieu rural. Les
hydrocarbures polycycliques aromatiques provenant de la combustion du fuel fossile et des
émissions du diesel plus abondant dans I’air urbain pourraient expliquer cette observation

(Hemminki et Pershagen, 1994).

d) Alimentation

La plupart des recherches dans ce domaine se sont basées sur le role antioxydant de certains
aliments. L’¢étude de (Samia et Ali, 2020) a démontré, qu’une consommation de fruits a
réduit de 16 a 23 % le cancer bronchique. L’effet protecteur de la consommation de légumes

est moins important.

Il a été démontré récemment a travers 1’étude de (Melkonian et al., 2016), que
I’alimentation riche en glucides pourrait augmenter le risque de développer un cancer du
poumon, méme chez les non-fumeurs. Un index glycémique élevé entraine la libération d’une
grande quantité d'insuline dans le sang. Ce qui augmente le niveau de certains types
d’hormones de croissance, notamment "“IGF" ou "IGF-1" (*'Insulin-like Growth Factor')

qui favorisent le risque de cancer du poumon.

C. Autres facteurs de risques

a. L’age

L’age de survenue est variable, généralement apres 40 ans, I’incidence du CB augmente

avec 1’age a partir de 35 ans jusqu’a 75 ans de facon linéaire (Skuladottir et Olsen, 2001).

b. Sexe

Suite aux campagnes anti-tabac, un net affaissement de la pente de l'augmentation de
I'incidence des cancers broncho-pulmonaires depuis quelques années chez le sexe masculin
par rapport au féminin; Cependant, une augmentation de cette pathologie est observée

récemment chez les femmes (Abratt et al., 1995).
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¢. Facteurs hormonaux

Plusieurs études rétrospectives retrouvent des facteurs de risque du cancer bronchique liés
aux hormones (ménopause précoce, des cycles menstruels courts, la prise de substituts
ostrogéniques et des antécédents familiaux de cancer hormonaux dépendants). Ce facteur a été
suggéré qu’il pourrait contribuer a la pathogénése de 1’adénocarcinome pulmonaire chez la

femme et pourrait méme expliquer I’augmentation de son incidence (Brinton et al., 2011).

IVV. Carcinogénese

Les cancers broncho-pulmonaires se développent selon un processus multi-étapes,
caractérisé par une progression vers le phénotype invasif d’une ou d’un petit nombre de
cellules « initiées » par 1’acquisition d’altérations génétiques sous I’influence de cancérogénes

environnementaux leur conferant un avantage prolifératif.

Ce phénomeéne est décrit sous le nom de «cancérogenese de champ » (Field

Carcinogenesis).

Comme dans la plupart des cancers, les carcinomes broncho-pulmonaires acquiérent au
cours de leur développement une variété¢ d’altérations génétiques (mutations, amplifications
géniques, pertes d’alléles, et instabilités chromosomiques) et epigénétiques (surexpression des
génes, extinction de 1’expression par hyperméthylation des promoteurs) (Mounawar et al.,
2001).

Par ailleurs, la fréquence et le type des altérations différent d’un type histologique a 1’autre
(Figure 04).
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Figure 4: Altérations moléculaires des carcinomes broncho-pulmonaires (Yokota et
Kohno, 2004).

En effet, quel que soit le type histologique, les mémes voies sont souvent affectées par
des mécanismes différents. Ces voies jouent un réle fondamental dans la morphogenése, les
réponses au stress et la régéneration apres Iésion de 1’épithélium broncho-pulmonaire normal,
définissant aussi un « carrefour régulatoire », qui intégre la prolifération, 1’apoptose, la

différenciation et les réponses aux Iésions de I’ADN (Yokota et Kohno, 2004).

La conséquence biologique principale de ces altérations est de découpler ces
mécanismes les uns des autres. Dés lors, la cellule affectée devient capable de proliférer au-
dela de sa limite réplicative normale, de se maintenir en vie dans des conditions ou la
physiologie normale entraine une mort cellulaire, d’éviter I’engagement dans les voies de
différenciation terminale, et de se développer selon des schémas de différenciation altérés
(Baldi al., 2008).

10
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v/ La particularitt des carcinomes broncho-pulmonaires tient & une double
caractéristique : la plasticité histologique de 1’épithélium broncho-pulmonaire, qui lui
confére une forme d’instabilité tissulaire s’exprimant par la formation fréquente de
métaplasies,

v' Le poids particulier des facteurs de risque environnementaux, notamment la fumée du
tabac, qui agit non seulement comme mutagene mais aussi comme facteurs de

remodelage de 1’épithélium bronchique (Baldi al., 2008).

V.1 Altération moléculaires dans le cancer broncho-pulmonaire

Les altérations moléculaires les plus importantes dans les cancers broncho pulmonaire,

particulierement dans les adénocarcinomes pulmonaires sont :

IV.1.1 EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)

C’est un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase de la famille des récepteur

HER, il appartient plus précisément au type HER1/Erb1.

Les récepteurs HER sont caractérisés par leur structure en trois parties, un domaine
extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire si¢ge de I’activité

tyrosine-kinase (Baselga et Swain, 2009).

La liaison d’un ligand au domaine extracellulaire entraine un changement
conformationnel permettant 1’homodimérisation ou I’hétérodimérisation du récepteur. Ce
mécanisme entraine la phosphorylation de la tyrosine-kinase a 1’origine de I’activation des
voies de signalisations sous-jacentes fortement impliquées dans la survie, la résistance a
I’apoptose, la différenciation, I’angiogenése, la migration et la prolifération cellulaire (Figure

5) (Collin et al., 2012).

11
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Figure 5: Principales voies de signalisations activées par PTEGFR (Collin
de I’Hortet et al, 2012).

Le gene de PEGFR est situé au niveau du chromosome 7, il est surexprimé dans 40 a

80% des cancers bronchiques non a petites cellules.

De nombreuses mutations de la région codant pour la tyrosine-kinase ont été identifiées.
Elles entrainent une activation constitutionnelle de la tyrosine-kinase intracellulaire et des
voies de signalisations sous-jacentes indépendante de 1’activation par les ligands. Ce

mécanisme abouti a la survie et a la prolifération incontrélée de la cellule tumorale.

Les mutations les plus fréquentes siégent au niveau de 1’exon 21 (mutations ponctuelles)
et de I’exon 19 (delétions) (Figure 06) (Sharma al., 2007).

12
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Figure 6: Mutations du géne récepteur EGFR dans le cancer bronchique (Sharma et al., 2007).

IV.1.1 KRAS (Gene Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog)

C’est une des mutations driver parmi les plus fréquemment rencontrées dans les cancers

bronchiques non a petites cellules, notamment les adénocarcinomes. Elle est associée au

tabagisme et a 1’origine caucasienne.

La protéine RAS a un réle important dans la croissance, la différenciation et 1’apoptose
cellulaire, elle est au centre d’une voie de signalisation activée par PEGFR. Toutes fois, elle
peut interagir avec d’autres voies d’avals tels que PEGFR (MAPK, STAT, PI3K, etc.)

affranchissant ainsi son activation. De plus, cette protéine est active lorsqu’elle est liée au
GTP (Guanosine triphosphate).

Par ailleurs, les altérations moléculaires au niveau du géne KRAS, altére 1’activité

GTPase intrinseque de la protéine KRAS ce qui induit une activation permanente (Mascaux
et al., 2005).

13
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IV.1.2 ALK (Activin Receptor-Like Kinase)

Il s’agit d’un récepteur a activité tyrosine-kinase initialement décrit dans les lymphomes
anaplasiques a grandes cellules. L’altération moléculaire est une fusion du geéne de la

tyrosine-kinase (sur le chromosome 2) avec le gene de la nucléo-plasmine.

Il s’agit d’une altération driver oncogénique retrouvée dans 3 a 5% des adénocarcinomes
pulmonaires, avec un statut sauvage de ’EGFR et de KRAS. Les patients sont généralement
non-fumeurs (Figure7) (Soda et al., 2007).
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Figure 7: Voie de signalisation d’ALK (Takeuchi et al., 2009).



CHAPITRE I Rappels bibliographiques

IV.1.1 BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B)

Les mutations de cette sérine-thréonine kinase ont été décrites en premier dans le
mélanome malin ou elles sont retrouvees dans plus de 50% des cas et pres de 90% sont de
type VG60OE.

Dans le cancer broncho-pulmonaire primitif, on les retrouve également dans une moindre
mesure (1,6 a 1,8% des cancers bronchiques non a petites cellules), surtout dans les
adénocarcinomes des patients non-fumeurs, ou 1’altération V60OE est trés majoritairement
présente (Planchard et a.l, 2016).

IV.1.2 ROS 1 (c-ros proto-oncogene 1)

Le géne ROS1 code pour un récepteur transmembranaire de type tyrosine kinase, dont
I’activité et la structure sont proches de ALK..

Le réarrangement de ce géne est a I’origine de la production d’une protéine chimérique,
dont I’activité tyrosine kinase est active de facon constitutive, conduisant a la prolifération et
a la survie cellulaire. Ce réarrangement concerne environ 1 % des patients présentant un
adénocarcinome bronchique et les populations jeunes peu ou non fumeuses. Par ailleurs, les

cellules bronchiques saines n’expriment pas ROS1 (Figure 8) (Tharin et Kaderbhai, 2018).

3'ROS1

variable region
{exons 32-35)
S R e T B R e e R e el e

SR i |J LR SBEN W NEEABI) Plesme membrane conserved region
(iInchudes kinase

@ — invasion domain)

5' Fuslon Partners

|

@ SLC34A2, CD74, SDCH,
l TPM3, EZR, LRGI3,

o KDELR?, CCOCK,
. @ @ - E::m : YWHAE, TFG, CEPSL
; . a !
v v

proliferation and survival

Figure 8: Voie de signalisation ROS1 (Kurtis , 2013).

15



CHAPITRE I Rappels bibliographiques

V. Diagnostic

V.1 Clinique

Selon (Naruke et al., 1993), les symptdmes qui peuvent amener le patient a consulter sont
non spécifique, ce qui peut retarder le diagnostic. lls peuvent étre de type :

» Respiratoires: Toux séche résistante persistante, essoufflement (Bailey et al., 1998),
hémoptysie (Sang dans les expectorations, crachats striés de sang), infections pulmonaires
a repétition, dyspnée lors d'activités légeres et des douleurs thoraciques (Hasegawa et al.,
2000).

» Geénéraux : Fatigue anormale, perte d’appétit, amaigrissement et Fiévre prolongée sans
raison évidente.

= Extension locale : Des douleurs persistantes dans la poitrine et les bras, gonflement
progressif de I’extrémité des doigts, du cou et du modification de la voix, et des difficultés
a avaler.

» Extension a distance : cérébrale, hépatique, osseuse et surrénalienne (Revel et al., 2004).

V.2 Paraclinique :

V.2.1 Imagerie

» Radiographie thoracique
» Tomodensitométrie (TDM) (imagerie par résonance magnétique (IRM)
» Tomographie par émission de positons (TEP)

V.2.2 Anatomie pathologique

L’anatomie pathologie apporte le diagnostic de certitude d’un cancer broncho
pulmonaire. Celui-ci se fait par un matériel biopsique dont le type dépend du siége de la
tumeur :

= Biopsie sous fibroscopie bronchique et lavage par aspiration bronchique,

= Par ponction échoguidée ou sous contréle scanographique d'un nodule pulmonaire
périphérique,

= Par ponction et/ou biopsie pleurale en cas d'épanchement pleural,

= Par ponction-biopsie d'une éventuelle adénopathie sous-claviculaire.

L’examen anatomopathologique permet de confirmer la malignité, et de classer la tumeur
selon la classification histologique des cancers bronchiques a travers I’analyse morphologique
et histochimique. Cette classification est indispensable a 1’attitude thérapeutique (Antoine et
al., 2018).

16
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V.2.2.1 Classification OMS des carcinomes bronchiques 2021 (Annexe 1)

Tous les cancers quelques soit 1’organe sont classés selon des classifications

histologiques données par (I’OMS). Ces classifications sont révisees sans cesse.

Elle a intégré des données génétiques qui permettent une classification moléculaire

particulierement pour les adénocarcinomes, on distingue 2 grands types :

> Les carcinomes Broncho-pulmonaires a Petites Cellules (CBPC).

» Les Cancers Broncho-pulmonaires Non Petites Cellules (CBPNPC).

A.) Carcinomes broncho-pulmonaire a petite cellule (CBPC)

Il constitue 15% de I'ensemble des carcinomes bronchiques et c'est le plus agressif, il
donne rapidement des métastases (osseuse, hépatique, surrénalienne et cérébrale). Ce type est

lié 2 95% a la consommation du tabac. (Antoine et al., 2018).

C'est une tumeur dite neuroendocrine. Elle s’installe au premier licu dans les bronches
retrouvées pres du centre du thorax. Il est tres sensible a la chimiothérapie et a la
radiothérapie, mais malheureusement il est souvent diagnostiqué a un stade tardif (Rudin et
al., 2021).

B.) Cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBPNPC)

Les CBPNPC représentent environ 85 % de I'ensemble des cancers bronchiques.
Ils regroupent plusieurs sous types dont les principaux sont: les adénocarcinomes, les
carcinomes épidermoides et les carcinomes a grandes cellules.
D’autres sous-types histologiques moins fréquents comme : les carcinomes adéno-squameux

et les carcinomes sarcomatoides (Antoine al., 2018) (figure 9).

B.1) Adénocarcinomes (ADC)

C’est des tumeurs épithéliales malignes, prenant naissance a partir des cellules de
Clara ou pneumocytes de type II expliquant leur localisation périphérique. Ils sont définis
par la différenciation glandulaire et/ou muco-sécrétion ou 1’expression des marqueurs
pneumocytaires (TTF1, Napsine-A).

IIs représentent environ 50% des CBPNPC. Il sont divisés en plusieurs sous type en
fonction de I’architecture prédominante : lipidique, acineux, solide, papillaire ou micro

papillaire (Antoine et al., 2018).
17



CHAPITRE I Rappels bibliographiques

B.2) Carcinomes épidermoides (CE)

Appelés aussi les carcinomes malpighiens, représentent 20 a 30 % des CBPNPC. C'est
un cancer fortement liée au tabac. 1l se développe dans les parties proximales du poumon, a
partir d'un épithélium malpighien bronchique métaplasique. Il est défini par une
différenciation reconnue par les ponts d’union et/ou kératinisation ou par 1’expression des

marqueurs malpighiens (P63, P40).

Il existe 3 sous types différents de CE : kératinisant, non kératinisant et basaloide
(Antoine et al., 2018).

B.3) Carcinomes a grandes cellules (CGC)

Les carcinomes & grandes cellules représentent environ 2% des CBPNPC, et
correspondent aux carcinomes a grandes cellules indifférenciés qui ne présentent aucune
différenciation morphologique, histochimique ou immunohistochimique d’adénocarcinome

ou de carcinome malpighien. (Antoine et al., 2018).

B.4) Carcinome bronchiques non a petites cellules NOS

Ils correspondent a des carcinomes bronchiques d’architecture solide ne présentant
aucune  différenciation  (glandulaire  ou  malpighienne)  morphologique  ou
immunohistochimique (TTF1 négatif, Napsine A négatif, P63 négatif et P40 négatif)
(Schabath et al., 2019).
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Les types histologiques du cancer broncho-pulmonaire  Les sous-types de Cancers Broncho-Pulmonaires Non & Petites Cellules

Figure 9: Classification histologique du cancer broncho-pulmonaire Schabath, et al.,
2019).

VI. Immunohistochimie (IHC)

L’immunohistochimie (IHC) est une technique histologique de localisation des protéines
dans des cellules d’un tissu donné. Elle fournit des données semi-quantitatives sur

I’expression, la distribution et localisation in situ des protéines cibles dans les cellules

(Jagirdar , 2008).

Elle est basée sur une réaction spécifique immunologique de type antigéne-anticorps
permettant la détection des protéines (antigéne) par des anticorps monoclonaux ou
polyclonaux. Le couple anticorps-antigéne (anticorps primaire) peut étre visualisé par un
anticorps secondaire conjugué a une enzyme (peroxydase). Celle-ci catalyse une réaction de
production de couleur visualisable en lumiére blanche du microscope optique. En outre,
plusieurs systemes de révélation/ amplification sont utilisé en IHC (Thunnissen et al., 2018).
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Elle est largement utilisée pour le diagnostic des cancers, car des antigenes tumoraux
spécifiques sont exprimés de novo et régulés positivement dans certains cancers y’compris le

cancer du poumon (Woo et al., 2017).
V1.1 Role de I'immunohistochimie dans le cancer du poumon

Dans les carcinomes broncho pulmonaires, 1’immunohistochimie est un outil
incontournable, elle permet le diagnostic dun sous typage histologique précis, indispensable
a la décision thérapeutique particuliérement dans les carcinomes bronchiques non a petites
cellules peu différenciés. Aussi, elle permet de distinguer les carcinomes épidermoides des

adénocarcinomes pulmonaire et de confirmer la nature neuroendocrine de la prolifération. .

C’est une technique thérapeutique, par la mise en évidence d’altérations moléculaires
particulierement dans les adénocarcinomes pulmonaires, prédictifs de réponse a la thérapie
ciblées (Capelozzi,2009).

V1.2 Immun marqueurs de diagnostic

A Theure actuelle, les principaux marqueurs immunohistochimiques utilisés pour
distinguer le carcinome épidermoide (CE) de I'adénocarcinome pulmonaire (ADC), sont le
p63, le TTF-1 et la Napsin-A (Rossi et al., 2003).

Quant aux marqueurs neuroendocrines tels que la chromogranine, la synaptophysine et le
CD56, permettent de confirmer la nature neuroendocrine de la prolifération (Brambilla et
Lantuejoul, 2009).

VI1.2.1 TTF-1 (Facteur de transcription thyroidienne-1)

Dans les poumons, le TTF-1 est un des genes de régulation du développement pulmonaire.
C’est une protéine de transcription nucléaire les pneumocytes Il ou il régule I’expression du
gene impligué dans la production du surfactant.

Il est utilis¢ dans le diagnostic et la détermination de 1’origine pulmonaire  des
adénocarcinomes. Sa spécificité est de 100%o, sa sensibilité est variables comprises entre 75
et 95% car son expression est corrélée au degré de différenciation tumorale (Katoh et al.,
2000).
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VI1.2.2 Napsin A

La Napsine-A est une protéinase aspartique fonctionnelle exprimée par les pneumocytes
de type Il. Elle est fortement positive dans 80 % des adénocarcinomes pulmonaires. La
Napsine-A a montré une expression plus forte, plus diffuse et plus sensible que le TTF-1.
Elle est exprimée dans 11 % de plus des adénocarcinomes pulmonaires que le TTF-1. Cet
anticorps est négatif dans les carcinomes épidermoides et le carcinome & petites cellules du
poumon (Ito et al., 2003).

VI1.2.3 P63

La protéine p63 est codée par un gene situé sur le chromosome 3g27-29 (Gurda et al..,
2015). Cet anticorps est exprimé par les cellules de 1’épithélium a différenciation

malpighienne, par les cellules de réserve bronchique (Koster et al., 2004).

Les anomalies génomiques et plus particulierement I'amplification de la région
chromosomique qui code pour cette protéine, représentent une signature majeure de la
transformation néoplasique dans le cancer du poumon. La séquence génomique p63 est

cartographiée dans cet amplicon.

Ainsi, la p63 peut étre un acteur important lors du développement et de la transformation des
épithéliums pulmonaires en épithélium squameux, a partir duquel le carcinome épidermoide
(CE) prend naissance. Dans le contexte néoplasique, le CE exprime la p63 alors que I'ADC et

les CPC sont presque tous négatifs pour la p63 (Westfall et Pietenpol, 2004).

V1.2.4 P40

Elle présente une plus grande spécificité avec une sensibilité comparable a celle de
I’anticorps anti-P63 dans le diagnostic des carcinomes épidermoides (Thunnissen et
al.,2018).

Le tableau 1 montre une distribution du TTF-1, p63, et p40 dans le cancer du poumon

21



CHAPITRE I Rappels bibliographiques

Tableau 2 : Distribution du TTF-1, p63, et p40 dans le cancer du poumon (Righi et

al., 2011).
Histological diagnosis SE sp PPV NPV  Ref
ADC SCC LCC/SC ADSC LCL
TTEF-1 115/150(77) 0/50(0) n.a. n.a. n.a. 0.77 1.00 1.00 0.59 45
po3 27/150(18)  50/50 (100) n.a. n.i. n.a. 1.00 .82 .65 1.00
pd0 07150 (0) 50/50(100) n.a. M. n.a. 1.00 1.00 1.00 1.00
TTE-14/p63+  26/180 (14) 050 (0) n.a. n.a. n.a. 0.14 1.00 LoD 025
TTF-1+/p63-  115/180 (64) 0/50(0) n.a. n.a. na. (.64 1.00 .00 0.43
TTE-1-/p63+ 4/180(2) 50/50(100) n.i. n.a. n.a. 1.00 098 0.93 1.00
TTE-1-/p63- 35/180(19) 0/50 (100} n.a. n.a. n.a. 0.19 1.00 1.00 0.26
TTE-14/p40+ 07180 (0) 0/50(0) n.a. n.a. n.a. 0.00 100 000 022
TTE-14/p40-  141/180 (78) 0/50(0) n.a. n.a. n.a. 0.78 1.00 1L.00 056
TTF-1-/p40+ 0/180 (0) 50450 (100)  n.a. n.a. n.a. .00 100 100 1.00
TTE-1-/p40- 39/180 (22) 0/50(0) n.a. n.a. n.a. 0.00 078 0.00 0.74
TTE-1 28/30 (93) 0/10 (0 0/1 (0) 3/5 (60) na. 003 100 100 083 46
po3 9/30 (30) 10/10 (100) 1/1 (100) 5/5 (100) n.a. 1.00 0.70 0.53 1.00
p40 5/30(17) 10/10(100) 01 (0) 5/5(100) n.a, 1.00 0.83 067 1.00
TTE-14/p63+ B30 (27) 0/10(0) 071 (0) 3/5 (60) n.a. 0.27 1.00 1.00 0.31
TTE-1+/p63-  20/30 (67) 0410 (0) 0f1 (0) 0/5 (0) n.a. 0.67 100 100 050
TTF-1-/p63+ 1/30 (3) 10/10(100) 171 (100) 2/5 (40) na. .00 097 091 100
TTE-1-/p63- 1/30 (3) 0/10(0) 0/1(0) 0/5 (0) n.a. 0.00 0.97 0.00 0.74
TTE-1+/p40+ 430 (14) 0/10(0) 071 (0) 3/5 (60} n.a. 0.13 1.00 1.00 0.28
TTF-1+/p40-  24/30 (80) 0/10(0) 071 (0) 0/5 (0) n.a. 0.80 1.00 1.00 0.63
TTF-1-/p40+ 1/30 (3) 10/10(100)  0/1 (0} 2/5 (40) na. 053 097 091 076
TTF-1-/p40- 1130 (3) 0410 (0) 1/1 (100) 045 (0) n.a. 0.00 097 000 074
pe3 74237 (31)  81/81(100) na. n.a. §2/152 (54) .00 069 052 100 47
p40 71205 (3) 81/81 (100) n.a. n.a. 0/152 (0) 1.00 097 092 1.00
TTF-1 51/66 (77) 024 312 0/1 n.a. 0.77 1.00 1.00 0.62 49
pe3 13/66 (20) 24/24(100) 712 1/1 (100) n.a, 1.00 0.80 065 1.00
p40 1/29(3) 15/15(100)  3/12(25) 1/1 (100) n.a. 1.00 0.97 094 1.00
Mapsin-A 11/29 (38) /15 (0) 1/12 (8) 071 (0) n.a. 0.38 1.00 1.00 0.45

VI1.2.,5 Immun marqueurs neuroendocriniens

Ce sont des marqueurs recommandés pour confirmer la nature neuroendocrine de la
prolifération. Ils comprennent la chromogranine A, la synaptophysine et la molécule
d'adhésion cellulaire neurale CD56 (Aslan et al., 2005).

a) Chromogranine A (CgA)

C’est une protéine présente dans les granules sécrétoires des cellules neuroendocrines,
elles sécretent des hormones, en réponse a un signal du systeme nerveux et existe partout dans
I'organisme dont les poumons. Elles peuvent servir de marqueur tissulaire et sérique pour une
variété de tumeurs chez les patients atteints d'un cancer du poumon a différenciation

neuroendocrine (Kaltas et al., 2004).
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b) Synaptophysine

Son expression est indépendante de I'expression d'autres marqueurs neuronaux, elle existe
dans plusieurs cellules neuroendocrines et dans de nombreuses tumeurs de types neuro-
épithéliaux. Actuellement, elle est considérée comme fournier de marqueurs les plus
spécifiques d’origine neuroendocrinienne, offrant une sensibilité beaucoup plus élevée que la
chromogranine A dans le diagnostic des tumeurs pulmonaires neuroendocrines (Harada et
al., 2002).

c) CD56

La molécule d'adhésion cellulaire neurale (NCAM) est connue sous le nom de CD56,
elle est considérée comme un marqueur de I'engagement de la lignée neuronale en raison de

son site de découverte.

D'autre part, une expression aberrante de CD56 est observée dans les tumeurs solides,
y’compris le cancer du poumon. De ce fait, si ce marqueur est considéré beaucoup plus
sensible que la chromogranine A et la synaptophysine dans le diagnostic des carcinomes
neuroendocrines peu différenciés, sa spécificité est moindre (Sakakibara et al., 2020).
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Tableau 3 : Immunomarqueurs communs :Indications et corrélation prédominante des sous-
types histologiques (Gould et al., 1988).

chromogranin A
synaptophysin
NCAM
vimentin
desmin

Indication Immunomarker Predominant histology correlation
(positive immunoreactivity)
Establishing malignancy p53 preinvasive dysplastic lesions,
po3 e.g. autofluorescence bronchoscopic specimens
Ki-67
Determination of primary site of origin~~ TTF-1 ADC and nonmucinous BAC
napsin A ADC
CK7 ADC
CK5/6 5¢-CC
CK20 Non-pulmonary tumour
JBEI2 5q-CC
ph3 5q-CC

NE, SCCand LCNEC
NE, SCC and LCNEC
NE, SCC and LCNEC
Mesenchymal origin
Mesenchymal origin

Determination of targeted therapy and
prognosis

EGFR exon mutational antibodies
Ki-67

ADC (better outcome)
NSCLC stages I-I1I (poor prognosis)

V1.3 Marqueurs a but thérapeutique

L’IHC permet de mettre en évidence certaines altérations moléculaires impliquées dans

I’histogenése de certains cancers primitifs du poumon (ADC). Il s’agit de la translocation

ALK, mettant le patient candidat a une thérapie ciblée. D’autre part, les CBNPC exprimant la

protéine PD-L1 peuvent bénéficier d’une thérapie ciblée (Ota et al., 2015).

1) Géne ALK (Anaplasic Lymphoma Kinase)

La mise en évidence de la surexpression du gene ALK, constitue un enjeu thérapeutique

important, car elle permet de poser 1’indication d’un inhibiteur tyrosine-kinase (ITK) anti-

ALK comme le Crizotinib chez les patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire. La

détection immunohistochimique du réarrangement ALK semble étre une technique alternative

beaucoup plus abordable et efficace, surtout avec I’utilisation du clone D5F3 CDx qui fait

preuve d’une grande sensibilité et spécificité (Ota et al., 2015).
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2) PD1 & PD-L1 (Programmed Cell Death Protein 1)

La voie du (PD1) est un rétrocontrdle négatif impliqué dans le processus d’activation des
lymphocytes, au niveau des tissus périphériques et du microenvironnement tumoral. Le
récepteur PD1 exprimé au niveau des lymphocytes T CD4+ (helper-auxiliaires) et CD8+
(cytotoxiques) et des lymphocytes TReg (régulateurs) active le lymphocyte T lors de sa phase

effectrice au contact de la tumeur.

La voie PD1/PD-L1 est souvent utilisée par les tumeurs pour échapper au systeme
immunitaire, le rendant inopérant pour éliminer les cellules tumorales qui expriment souvent
le ligand PD-L1 a leur surface. La protéine PDL-1 est exprimée dans certains carcinomes
non a petites cellules du poumon (CBNPC) et représente une cible thérapeutique intéressante.
L'expression de PD-L1 par IHC, est le premier biomarqueur prédictif de I'immunothérapie
bloguant les points de contrdle. PD-L1 est exprimé sur les cellules dendritiques, les
macrophages, les mastocytes, les lymphocytes T et B, les cellules endothéliales et tumorales
(Bellesoeur, 2016).

VIIl. Traitement

La prise en charge des cancers bronchiques dépend de différents parametres. Tout d'abord de
I'extension de la maladie, caractérisée par la classification TNM de la tumeur (Annexe 2).
Celle-ci va permettre de déterminer si le traitement sera curatif ou bien palliatif. Ensuite, du
diagnostic histologique et moléculaire et enfin, de 1’état général du patient qui sera a évaluer

avant la mise en route du traitement (Gridelli et al., 2015).

Il existe trois axes thérapeutiques spécifiques pour le traitement du cancer broncho-

pulmonaire :

La chirurgie,

La radiothérapie,

Les traitements systémiques (ou géenéraux) comme la chimiothérapie,

- les thérapies ciblées ou I’'immunothérapie.

Ces traitements peuvent étre réalisés soit de maniere isolée, séquentielle ou combinée
(Moreau, 2006 ; Depierre, 2006).
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VII.1 Chirurgie

C’est le traitement de référence des cancers bronchiques non a petites cellules. Elle est
réalisable quand le cancer est encore localisé dans le poumon (non métastatique). Celle-ci
n’est malheureusement possible que dans moins de 25% des cas. Sa mise en place dépend
également de D’aptitude physique du patient a supporter une intervention chirurgicale

(Gridelli et al., 2015).

VI1.2 Radiothérapie

Elle est utilisée en cas d’une tumeur primaire peu étendue, qui ne sont pas traitables par
chirurgie. Une radiothérapie post-opératoire peut étre réalisée chez les patients présentant des
tumeurs moyennement étendues afin d’éliminer les tumeurs satellites éventuelles (Giraud et

al, 2016).

VI1.3 Chimiothérapie

La chimiothérapie consiste a injecter un ou plusieurs médicaments toxiques pour détruire
les cellules cancéreuses. Elle peut étre couplée a la radiothérapie (Garassino et al., 2018).

VI1.4 Thérapies ciblées et ’immunothérapie

Elle agit en bloquant l'action de certains oncogénes agissant sur la prolifération et la

survie cellulaires (EGFR, ALK,...) ou encore I'angiogenése tumorale.

La deuxieme intervient en bloquant au niveau des cellules tumorales des CBNPC, Dans
ce type de traitement seul les cellules tumorales sont ciblées, les cellules saines sont

épargnées.

Ces traitements sont proposés aux stades localement avancés et métastatiques (Garassino
et al., 2018).
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Il s’agit d’une étude rétrospective établie d’une série de 253 cas de cancer broncho-
pulmonaire (CBP) diagnostiqués sur une période de 3 années (2019-2021), au Service

d’Anatomie Pathologique CHU a Douéra.

A partir de cette série nous avons relevé les cas ayant bénéficié d’une étude

immunohistochimique a but diagnostic et thérapeutique.

I. Matériel

.1 Matériel biologique

» Biopsies bronchiques.

» Biopsies scano-guidées transpariétales.
> Biopsies pleurales.

» Cytoblocs.

» Blocs communiqués.

Ces prélevements ont bénéficié des techniques suivantes :

e  Technique de coloration usuelle HE.
e  Technique immunohistochimique.

1.2 Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude histologique est illustré dans

I’annexe 3.

I1. Méthodes

1.1 Recueil des données:

Pour la réalisation de ce travail, nous avons consulté les fiches des 253 Cas de CBP
(cancer broncho-pulmonaire) archivées au service Anatomie Pathologique CHU Douera
d’Alger.

A partir de ces fiches, nous avons recueilli les informations liées au numéro
d’identification, le nom, 1’age, le sexe des patients, le type de prélévement biologique, le
diagnostic histologique, et les résultats de I’immunohistochimie. Toutes ces données sont

colligées dans une base de données Excel et le résultat est exprimé en pourcentage.
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11.2 Etude anatomopathologique

Nous avons suivi les différentes étapes de prise en charge des prélévements biopsiques au
service d’anatomie pathologique, depuis leur réception jusqu’a I’examen microscopique et

I’étude immunohistochimique.

Le diagnostic anatomo-pathologique des carcinomes bronchiques est réalisé sur un
prélevement biopsique ou cytologique étiquetés, accompagnée d’une fiche de renseignements
personnels et clinique (nom, prénom, A&ge, antécédents médico-chirurgicaux,

symptomatologie, aspect radiologique, ...).

11.2.1 Technique anatomopathologique

A. Fixation

Les fragments biopsiques sont mis dans le formol tamponné a 10%. Cette étape est
indispensable, car elle permet de :
- S’opposer a la déshydratation prématurée des cellules et la putréfaction des tissus.
- Conserver la morphologie cellulaire, tissulaire et moléculaire aussi proche que possible de
1’état physiologique.

- Durcissement des prélévements et la préparation de I’inclusion en paraffine.

B. Examen macroscopique

Les fragments biopsiques sont dénombrés, mesurés, mis dans du papier joseph, puis

déposés dans des cassettes numéroté (Annexe 4, Figure 31).

C. Etape microscopique

1. Circulation des tissus

Elle comporte 03 étapes essentielles :

a) Déshydratation

Elle consiste a débarrasser le tissu de I’eau par 1’éthanol. Les prélévements ainsi sont
placés dans 3 bains successifs d’éthanol de degrés croissants : 70, 95, 100% (2 hr pour

chacun) jusqu’a ce qu’a I’élimination totale d’eau tissulaire.
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b) Eclaircissement

L’alcool est ensuite remplacé par le xyléne. Un agent miscible a la paraffine et a
I’éthanol, il rend le tissu transparent, cette étape est réalisée dans 3 bains de xyléne (2 hr dans

chaque bain).

c) Imprégnation

Elle consiste a remplacer le xylene par la paraffine liquide. Les prélévements sont ainsi
placés dans trois bains successifs de paraffine en fusion a 60° afin de garantir 1’'imprégnation

totale du tissu.

Ces trois étapes sont réalisées dans un automate et aprés 24 h, les prélevements sont récupérés

et introduit au niveau de la station d’enrobage (Annexe 4, Figure 32).

2. Enrobage

+ Inclusion en paraffine chauffée

Cette étape est réalisée par un automate d’inclusion Elle consiste a immerger les

échantillons dans de la paraffine chauffée entre 55 et 65° puis refroidie et solidifier.

Les prélevements sont mis dans un moule en acier inoxydable déposé sous un robinet qui
verse de la paraffine chaude sur une plaque froide a 0°C afin de la solidifier rapidement
(Annexe 4, Figure 33 (A).

Les prélevements sont fixés au fond du moule et completement couverts de paraffine
(Annexe 4, Figure 33. (B)). Le couvert de la cassette est mis sur le moule, avant que la

paraffine ne soit complétement refroidie (Annexe 4, Figure 33. (C)).
+ Refroidissement
Le refroidissement est réalisé dans un congélateur a -60°C pour quelques minutes (Annexe 4,
Figure 34).
3. Reéalisation des coupes

Apreés refroidissement et démoulage des blocs de paraffine, on réalise des coupes de 4 a 5
pm d’épaisseur par un microtome. Ces coupes s’attachent les unes aux autres pour former un

ruban.
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Les rubans sont mis dans un bain mari puis étalés sur les lames préalablement
numerotées (Annexe 4, Figure 35). Les lames sont déposées sur une plaque chauffante pour

éliminer la paraffine.

4. Coloration des coupes par Hématoxyline-Eosine (HE)

La coloration utilisée est hématoxyline/éosine (HE). L'hématoxyline est une substance
basique, qui colore les noyaux en violet. L'éosine est une substance acide, qui colore les

cytoplasmes en rose (Fischer et al., 2008).

» Réhydratation

La réhydratation et la coloration sont réalisées dans un automate de coloration (Annexe

4, Figure.37) selon les étapes suivantes :

e Les lames sont placées dans un bain de xyléne pur pendant 18min;

e Puis dans I’éthanol a degré décroissant : 100°, 95°, 90°, 80°, 75°C durant 18 min ;
e Lavage avec I’eau distillée ;

e Ensuite dans I’hématoxyline 06 min ;

e [Lavage avec ’eau distillée ;

e Puis dans I’éosine 02 min ;

e [Lavage avec ’eau distillée ;

e Enfin mettre dans 1’éthanol pendant 06min ensuite dans le xyléne 15 min.

5. Coloration au Bleu Alcian

C’est une coloration histochimique dite « spéciale », elle permet de mettre en évidence la
sécrétion de mucines, a travers la coloration des muco-substances en bleu.
Elle se déroule en plusieurs étapes :
» Déparaffinage et hydratation des coupes par 1’eau de robinet
Ringage a I’eau distillée ;

>

» Coloration au bleu Alcian a 0.1% et pH 2.5, pendant 30min

» Lavage a I’eau courante pendant 10 min puis ringages a 1’eau distillée.
>

Coloration au Krenechtrot a 0.1% durant 6 a 15min et ringages a 1’eau distillée.
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En dernier lieu, les lames subissent une déshydratation et un éclaircissement (André et al,
2008).

6. Montage

Elle est réalisée sous une hotte et consiste a fixer une lamelle couvre objet sur la lame

préalablement traitée avec quelques gouttes de résine synthétique I’Eukitt.

Ces lames numérotées et colorées sont observées au microscope optique aux différents

grossissements (Grx 4, x 20, x 40) (Annexe 4, Figure.38).

7. Observation microscopique
L’observation est effectuée a 1’aide d’un microscope optique aux différents

grossissements (Grx 4, x 20, x 40).

Au terme de cette étude morphologique, I’examen histopathologique conventionnel permet de

poser le diagnostic de malignité et de typer le carcinome bronchique.

En cas de sous typage difficile a I’examen morphologique, une colorations spéciale

histochimique et immunohistochimique s’averent nécessaires.

1.3 Immunohistochimie (IHC)

L’étude immunohistochimique est réalisée selon la methode de (schacht et kern., 2015) elle a

pour but :

e De diagnostiquer le sous typage des CBP et les anticorps utilisés sont : Anti- TTF1, Anti-
P63, Anti-P40, Anti-chromogranine, synaptophysine, CD56 et Ki 67.
e Thérapeutique en utilisant les anticorps anti-ALK et Anti-PD-L1.

Pour réaliser la technique d’immunohistochimie, on doit passer par les mémes étapes

histologiques, sauf que les coupes sont de taille de 1,5um d’épaisseur.
Les lames silanisées sont séchées toute une nuit a 37°C.

Avant les étapes immunohistochimiques proprement dites, les lames sont déparaffinees et

réhydratées comme suit :

v" Elles sont mises dans le xyléne pur pendant 15 min pour éliminer la paraffine en exces.
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v' Les lames sont placées dans 6 bains d’alcool a raison de 5 min chacun pour la

réhydratation.

v" Ringage a I’eau distillée durant 10 min.

Les étapes de I’immunohistochimie proprement dite sont:

Le démasquage des sites antigénique (TTF1, Napsine A, P40,...) pour assurer la

reconnaissance de ces antigenes par les anticorps correspondants et pour se faire :

vV V V V V

Y V

Une solution de démasquage (diluée a 1/10 dans I’eau distillée) est préparée dans des
bacs.

Les bacs sont mis dans un bain marie a 92-98° pendant 10 min.

Déposer le panier de lames dans les bacs pendant 40-45 mn (Annexe 4, Figure. 40).
Les bacs sont refroidis (10 min) a 1’eau distillée froide.

Les lames sont déposees et rangées dans une chambre humide.

Un cercle est dessiné autour de la zone fixée sur la lame avec un crayon hydrophobe
(Dako Pen) pour faciliter le dépdt de ’AC primaire.

Blocage des peroxydases endogenes par une solution de Peroxide Block

Ajouter le Peroxide Block peroxydase + eau oxygénée sur la zone limitée par le
Dako Pen pendant (10 & 15min)

Ringage des lames avec 1’eau distillée 5 min.

Application de I’AC primaire (Anti- TTF1, Anti -P63, Anti - P40 et Anti -PD-L1) a
raison de 50 pl laisser agir 30 min (Annexe 3, Figure.42).

Ringage par I’eau distillée puis ajouter le TBS et laisser 5Smin.

Dépdt de ’AC secondaire couplé & la peroxydase (01 goutte de PHRP rabbit/
mouse (peroxydase de raifort) ensuite rincer a 1’eau distillée et ajouter le TBS laisser
5min (Annexe 4, Figure 43).

Préparation de la solution DAB composée de 1 ml du diluant Substrat Buffer avec
20pl du concentré Chromogene DAB.

Réveélation : ajouter une goutte du chromogene de la peroxydase (DAB) a chaque
lame et laisser agir 5 a 8min, puis rincer a 1’eau distillée. L activation enzymatique du
chromogéne, génére un produit de réaction visible sous forme de taches marrons au

niveau du site antigénique (Annexe 4, Figure 44).
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» Contre coloration : Elle est réalisée par 1’hématoxyline qui colore le cytoplasme
aprés 2 a 5min de réaction, puis rincer a I’eau distillée.

» Montage : 1 goutte de Dako faramount aqueous mounting medium est déposé sur
la lame, ensuite une observation microscopique au grossissement X 4 et X 40 est

réalisée.
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CHAPITRE III Résultats et Discussion

I. Résultats

I.1 Echantillonnage

Ce travail, est une étude rétrospective sur une période de 3 années (2019-2021), ou nous
avons recensés 253 cas (hommes & femmes) atteints de cancer bronchique, diagnostiqués au
niveau-du service Anatomie Pathologique CHU (Douéra).

1.2 Répartition selon I’age

La répartition des patients atteints de CBP selon 1’age est illustrée dans le tableau 3 et

figure 10.
Tableau 3: Reépartition des patients selon l’dge.
Tranches d’age Nombre des cas (%)

[30-40] 7 (3%)
[40-50] 20 (8%)
[50-60] 53 (22%)
[60-70] 76 (31%)
[70-80] 66 (27%)
[80-90] 19 (8%)
[90-100] 2 (1%)
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Figure 10: Répartition des patients atteints de CBP selon l’ige.

Selon nos résultats, 1’age varie entre 31 et 95 ans avec une moyenne d’age de 65 ans. D’aprés

la figure 11, les carcinomes broncho-pulmonaires sont majoritaires entre [60-70] ans avec un
taux de 31%.
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1.3 Répartition selon le sexe

La répartition des patients atteints du CBP selon le sexe est représentée par la figure 11.

E Masculin B Féminin

Figure 11: Répartition des patients atteints du CBP selon le sexe.

Nos résultats ont révélé que sur 253 cas de CBP, une prédominance masculine de
81% contre 19% chez les femmes, avec un sexe ratio : M/F=205/48 = 4.27.

1.4 Répartition des carcinomes bronchique selon le type histologiques

La figure 12, indique que sur 253 cas de carcinomes bronchiques, il ya 226 cas (89%b)
de carcinomes bronchiques non a petites cellules et 27 cas (11%) environ sont des carcinomes

a petites cellules.

H CBNPC mCPC

Figure 12: Répartition des carcinomes bronchique selon le type histologique.
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1.4.1 Carcinome a petites cellules
Ce sont des Tumeurs épithéliales malignes, composés de cellules de petite taille (< 3x
taille d’un lymphocyte). La figure 13 montre un cytoplasme réduit et un noyau a chromatine

granulaire.

Cytoplasme réduit

Noyau a chromatine

granulaire

Figure 13: Carcinome a petites cellules (CPC) (Grx4) et (Grx40)

1.5 Répartition des carcinomes bronchiques non a petites cellules selon les types
histologiques

D’aprés la figure 14, nous constatons que sur 226 CBNPC, 153 cas 1’équivalent de

(68%) sont des adénocarcinomes, 51 cas (23%) sont des carcinomes épidermoides, 21 cas

(9%0) sont des carcinomes bronchiques non a petites cellules non spécifique (NOS) et 1 seul

cas (0%) du type carcinome neuroendocrine a grandes cellules.
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0%

H Adénocarcinomes

H Carcinomes épidermoides

“ NOS

H Carcinomes a grandes
cellules

Figure 14: Répartition des CBNPC selon les sous types histologiques.

En effet, chaque type histologique est représenté a part, ainsi on distingue :

1.5.1 Adénocarcinomes
Dans notre étude, le sous type histologique est précisé pour 107 cas sur un total de 153

adénocarcinomes (Figure 15), donton a:

e 53 cas (49%) a predominance solide,

e 34 cas (32%) a prédominance acinaire
e 18 cas (17%) a prédominance lipidique
e 1 cas (1%) a prédominance papillaire

e 1 cas (1%) a prédominance micro papillaire.
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M 3 prédominance solide

MW a prédominance acinaire
@ a prédominance lépidique
M papillaire

Figure 15: Répartition des adénocarcinomes selon les sous types.

a) Adénocarcinomes acinaires

La figure 16 illustre un adénocarcinome pulmonaire infiltrant primitif a prédominance

acinaire. Cette variante est faite de structures glandulaires prédominantes de forme variable,

centrées de lumiéeres et bordées de cellules tumorales.

Figure 16: Adénocarcinome a prédominance acinaire (Gx4) et (Gx40)
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b) Adénocarcinome a solide

La figures 17 montre un adénocarcinome pulmonaire infiltrant primitif a prédominance
solide ; Cette variante est formée de lobules et de massifs cellules tumorales qui sécrétent du

mucus, ce dernier est mis en évidence par la coloration au bleu alcian (figure 18).

Cytoplasme = *_ . oy ~ . 1
éosinophile J R "‘ ‘-: ,
—=— Lobules de | .:
r lf’.‘-‘v\ ‘r" b 7
“vow ow ¢ cellules !
SN T, Lo
'\‘\ Vs \._‘:s".".,
(o 'o;;\- by, “{" kix
4 ‘.«. F (™ -',"r -
SN Ny AN -
Grx4 [y =7 s '
=L % Noyaux arrondis -
Figure 17: Adénocarcinome a Figure 18: Adénocarcinome solide
Prédominance solide (Grx40) (Grx40)

1.5.2 Carcinomes épidermoides

Les Figure 19 et 20 indiquent des carcinomes épidermoides avec la présence de ponts
d’union inter cellulaire, qui détermine la différenciation et/ou la kératinisation en faveur d’une
maturation, ou encore par l’expression de marqueurs, en faveur d’une différenciation
malpighienne (P63 ou P40). De plus, nous constatons des globules cornés de kératine avec

des cellules polyédriques en figure 20 ce qui détermine le carcinome épidermoide a lobule
solide.
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Ponts d’unions

Figure 19 : Carcinome
épidermoide (Grx4)

Globes cornés de kératine

£~

Figure 20 : Carcinome
épidermoide a lobules solides
(Grx20)

1.6 Cas bénéficié d’étude immunohistochimique

Cellules polyédriques

Le tableau 4 exprime la répartition des carcinomes bronchiques bénéficié d’étude

immunohistochimique a but diagnostic et thérapeutique.

Tableau 4: Répartition des carcinomes bronchiques bénéficié d’étude
immunohistochimique a but diagnostic et thérapeutique.

Type histologique /

Adénocarcinome

Carcinome
épidermoide

NOS

Carcinome a grandes
cellules

CPC

Total

HE

67

43

110

Technique

IHC & but diagnostic

86

8

21
1

27

143

IHC & but thérapeutique

36

40
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L’analyse du tableau 5 indique que sur 253 carcinomes bronchiques, 143 cas ont

bénéficié d’une étude immunohistochimique a but diagnostic. II s’agit de :

1.6.1 Adénocarcinomes

» 86 adenocarcinome dont on a dénombre :
o 53 ADK peu différenciés d’architecture solide et
o 33 ADK bien différenciés ;

a) Adénocarcinome acinaire au TTF1 et napsine A

La figure 21 met en évidence un adénocarcinome, dont 1I’expression de TTF1
nucléaire et de la napsine A cytoplasmique confirme 1’origine pulmonaire de cette

prolifération

Napsine A

Figure 21: Adénocarcinome acinaire apres immunomarquage au TTF1 et a la Napsine A
(Grx40)

b) Adénocarcinome solide au TTF1et Napsine A
Les carcinomes bronchiques non a petites cellules et d’architecture solide prédominante sont
illustrés dans les figures 22 et 23. En effet, c’est ’expression de TTF1 nucléaire et de la
napsine A cytoplasmique qui sont en faveur de la nature adéno-carcinomateuse de la

prolifération et de I’origine primitive pulmonaire.
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Figure 22: Adénocarcinome Figure 23: Expression immunohistochimique
de la Napsine A par un adénocarcinome

d’architecture solide exprimant le solide (Grx4)

TTF1 (Grx40).

1.6.2 Carcinome épidermoide
La figure 24 révele un carcinome bronchique non a petites cellules d’architecture
solide (figure A) avec I’expression de P40 qui est en faveur d’un diagnostic du carcinome

épidermoide (8 cas) (figure B).

P40

Figure 24: Carcinome épidermoide peu différencié (A), exprimant P40 a
Uimmunohistochimie (B) (Grx40)
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1.6.3 Carcinome bronchique non a petites cellules NOS

L’analyse de nos résultats a détecté 21 carcinomes bronchiques non a petites cellules NOS
(21cas). Ainsi, la figure 25 confirme un carcinome bronchique non a petites cellules sans

architecture glandulaire ou malpighienne et n’exprime pas de TTF1 ni P40

G20 |-

TTF1 négatif

P40 négatif

Figure 25: Carcinome non a petites cellules de type NOS avec absence
d’expression de TTF1 et P40 (Grx20)

1.6.4 Carcinomes a petites cellules (CPC)

Les résultats illustrés dans la figure 26 indiquent un carcinome a petites cellules (27cas)
exprimant des marqueurs neuroendocrines notamment, la synaptophysine (fig A), le TTF1
(fig B) et un index de prolifération (Ki67) trés élevé avoisinant les 100% (fig C).
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FuBN, Sl Y TN
' Synaptophysine A /- 4

Figure 26: Carcinome a petites cellules exprimant synaptophysine de facon
cytoplasmique (A) ; nucléaire TTF1 (B), Ki 67 (C) (Grx40)

Par ailleurs, un seul cas de type carcinome neuroendocrine a grandes cellules est détecté et
bénéfici¢é d’une étude immunohistochimique a but diagnostic. Cependant, nous ne nous

disposons pas de figure pour ce type de carcinome qui se fait tres rare

De plus, les carcinomes bronchiques bénéficiés d’une étude immunohistochimique a but

thérapeutique sont évaluée a 40 cas sur un totale de 253 (tableau 4). 1l s’agit de :

36 adénocarcinomes, dont 12 sont d’architecture solide, et 24 bien différenciés
2 Carcinomes épidermoides ;

2 Carcinomes bronchiques non a petites cellules,

1. Adénocarcinome acinaire, TTF1 et ALK

D’autre part, nos résultats ont montré un adénocarcinome d’architecture glandulaire
prédominante (fig 27), avec une variante acinaire (fig A), TTF1 positif (fig B). Cet
adénocarcinome présente une altération moléculaire ALK (fig C),
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Figure 27: Adénocarcinome primitif du poumon a prédominance acinaire (A),
exprimant TTF1 (B), ALK positif score 3 avec expression cytoplasmique granulaire
intense et diffuse (C) (Grx20)

2. Adénocarcinome a PDL1

Sur 40 cas de CBNPC, 36 ADC ont bénéficié d’étude immunohistochimique en
utilisant ALK, les résultats ont montré un cas positif score 3. Parallélement 16 cas sur 40 ont
bénéficié d’étude immunohistochimique en utilisant PD-L1. Cette étude a révélé 5 cas

positifs dont (2 adénocarcinomes (figure 28), 2 NOS, et 1 carcinome épidermoide).

Figure 28: Adénocarcinome pulmonaire, PDL1 positif (Grx20)
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1. Discussion

1.1 Approche méthodologique

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive et analytique portant sur 253 cas de
carcinomes broncho-pulmonaires diagnostiqués entre les années 2019 et 2021, au niveau du
service Anatomie et Pathologiques du CHU (Douera).

L’étude consiste au recueil des données histologiques et immunohistochimique des

patients a partir des comptes rendus histopathologiques disponibles dans le service.

1.2 Données statistiques :

11.2.1 Prédominance du CBP selon I’age

L’analyse de nos résultats a révélé que la tranche d’age comprise entre (60 a 70) ans
est la plus représentée, avec une fréquence de 30%o, environ (76 cas) et une moyenne d’age de

65 ans.

Le plus jeune patient est agé de 31 ans et le plus agé est de 95 ans. Ces données sont
en accord avec les résultats des différentes études, notamment celle de Quoix et Lemarié,
(2011) chez une population américaine ou deux tiers (2/3) des patients ont 65 ans.

D’autre part, Leprieur et al., (2012) ont trouvé chez une population frangaise, un age

moyen de 65 ans, avec des valeurs extrémes entre 27 et 95 ans.

De méme I’é¢tude de INCA, (2013) a révelé un dge moyen de 65,1 ans avec des taux

max entre 23 et 97ans.

Par ailleurs, les travaux de Ouarssani, (2016) chez une population marocaine, a

démontré un age moyen de 60 ans, avec des taux extrémes entre 40 et 85 ans.

Contrairement a nos resultats, Ndiaye et al.,(2015), ont rapporté une moyenne d’age

de 54,5 ans chez une population sénégalienne, cette valeur est inférieure a la nétres.

En effet, ’age médian de diagnostic du CBP varie selon les pays, le niveau des soins

et les habitudes tabagiques des populations.
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Ainsi, I’age avancé des patients, s’explique par I’importance de la durée d’exposition
aux différents agents carcinogeénes, durant laquelle vont s’accumuler certainS nombres
d’anomalies génétiques responsable de 1’apparition du cancer broncho-pulmonaire (Quoix,

2000).
11.2.2 Prédominance du CBP selon le sexe

Dans notre étude, 81% des patients sont de sexe masculin avec un sexe ratio de 4.27. Ce
résultat concorde avec ceux de Moussoki, (2014) chez une population tunisienne avec un taux
de 75%. Méme résultat est trouvé par Ndiaye et al., (2015) chez une population sénégalaise
avec un pourcentage de 86,5%.

De plus, I’étude de Salia et Talphi,( 2015) portée sur 155 Algériennes présentant un
cancer broncho-pulmonaire, 100% des patients sont de sexe masculin. Ce taux est plus éleve

par rapport a la valeur trouvée dans notre étude.

Selon Tahiri, (2017), la prédominance masculine dans toutes les études peut étre
expliquée par les habitudes tabagiques, 1’age précoce de début du tabagisme, la

consommation excessive et les professions a risque chez les hommes.

11.3 Etude histologique :

Nous avons reparti les cas du CBP, selon les types histologiques, comme indiqué par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Cette répartition nous a permis de constater
que 89% environ (226 cas) des tumeurs broncho-pulmonaires sont des carcinomes
bronchiques non a petite cellules (CBNPC), seules 11% 1’équivalent de (27 cas) sont des

carcinomes a petites cellules (CPC).

L’ADC est le type histologique le plus représenté avec 68% des cas, ainsi que le

carcinome épidermoide avec un taux de 23%.

La prédominance des adénocarcinomes dans le CBP chez les populations japonaises,
francaises et marocaines sont respectivement de 68%, 61% et 59%. Cependant, les
carcinomes épidermoides représentent le deuxieme type histologique dans le CBP avec des
pourcentages de 26,5%, 28% et 25% respectivement (Yamagishi et al.,2014 ; Ourassani,
2016 ; Costantini et al., 2018).
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Contrairement, Elouazzani, (2010) a trouvé plus de carcinomes épidermoides avec
une valeur de (67%), suivis des adénocarcinomes avec (26%) chez une population

marocaine.

De méme, pour les travaux de Harir et al.,(2015) chez une population Algérienne, qui
a réveélé une prédominance des carcinomes épidermoides avec un taux de (52,7%) suivis des

adénocarcinomes avec un pourcentage de (21,1%b).

En effet, la distribution des différents types histologiques du cancer bronchique primitif, a
nettement changé ces derniéres années. Elle est marquée par une incidence de plus en plus
¢élevée d’adénocarcinomes aux dépens d’un déclin des carcinomes épidermoides (Cadelis et

al., 2013). Cette augmentation pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs dont :

» Les modifications des habitudes tabagiques, 1’utilisation du tabac blond avec le filtre et
I’augmentation des nitrosamines dans les cigarettes. Ceci entraine une inhalation plus
profonde des carcinogenes de la fumée du tabac et par conséquent le passage d’un dépdt
plus central de la fumée a un dép6t plus périphérique, ce qui augmente le risque accru
d’adénocarcinome (Cadelis et al., 2013 ; Travis et al., 2015).

» L’amélioration des techniques de diagnostic des tumeurs périphériques qui sont souvent
des adénocarcinomes et les progrés importants des techniques anatomopathologiques
faisant intégrer les données immunohistochimies, pourrait expliquer aussi 1’augmentation

du nombre de personnes diagnostiquées pour ce type de cancer (Joobeur et al., 2015).

s En effet, d’aprés nos résultats nous avons obtenue 5 sous types histologique
d’adénocarcinomes :
e 53 cas (49%) a predominance solide,
e 34 cas (32%) a predominance acinaire
e 18 cas (17%) a prédominance lipidique
e 1 cas (1%) a prédominance papillaire

e 1 cas (1%) a prédominance micro papillaire.
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11.4 ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE :

Dans notre étude, 83 cas de CBNPC tous types histologiques confondus, notamment
(ADC et C. épidermoides) sont peu différenciées (architecture solide), appuyant
I’importance de 1’étude immunohistochimique. En effet, dans ces formes-la, I’'HE est
insuffisante pour préciser le sous-type histologique (adénocarcinomes versus carcinome
épidermoide). Cette distinction est importante, car la thérapie est différente. Pour cela des
marqueurs de différenciation malpighienne tels que (P63, P40) et de différenciation

glandulaire comme (TTF1 et Napsine A) sont utilises.

L’analyse de nos résultats ont montré que sur les 83 cas de CBNPC d’architecture solide,
53 cas I’équivalent de (64%) sont classés en faveur d’adénocarcinome par I’expression de
TTF1 et/ ouNapsine A et 08 cas prés de (10%) sont classés en faveur de carcinome

épidermoide sur la base d’expression de P63 ou P40.

Cependant, 21 cas ne présentent aucun critere morphologiques, histochimique,
immunohistochimique de différenciation malpighienne ou glandulaire et ils sont classés
(NOS).

De plus, le sous typage précis a pu étre réalisé dans pres de (75%) des CBNPC grace a
PIHC. En effet, cette derniére n’est pas utilisée uniquement dans les formes solides des
adénocarcinomes, mais egalement dans les formes bien et moyennement différencié
(Lantuéjoul et al., 2011). Ainsi, 37 cas de type (acinaire, papillaire et micro papillaire), ont
permis de confirmer 1’origine primitive de 1’adénocarcinome par ’expression de ces

marqueurs pneumocytaire et d’éliminer d’autres origines.

Dans cette étude, 27 cas CPC ont bénéficié¢ d’étude IHC en utilisant les anticorps anti
chromogranine, synaptophysine et CD56 pour confirmer la nature neuroendocrine de la
prolifération. La sensibilité de ces différents marqueurs est variable et le CD56 est consideré

comme le plus sensible, mais le moins spécifique.

En plus de la taille des cellules, les autres critéres de diagnostic d’'un CPC sont la
présence de la nécrose tumorale et le nombre de mitose >10. Seulement sur les fragments
biopsiques de petite taille, la nécrose peut manquer et le CPC souffre souvent d’artefact
d’écrasement rendant le compte mitotique difficile voire impossible. Ainsi, le diagnostic

différentiel avec les carcinoides (tumeur neuroendocrine de meilleur pronostic) peut se poser.
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Dans ces cas-la, on fait appel au Ki67 (index de prolifération), celui-ci est tres élevé dans les

CPC et parfois supérieur a 80%, alors qu’il est trés bas en cas de carcinoides.

L’immunohistochimie est aussi utilisée dans les adénocarcinomes pulmonaires, afin de
rechercher les altérations moléculaires tels que le réarrangement ALK et pouvant faire
bénéficier d’une thérapie ciblée. Ceci confirme 1’intérét thérapeutique de 1’étude

immunohistochimique.

Trente-six 36 cas d’adénocarcinomes pulmonaires ont bénéfici¢é de recherche de
réarrangement ALK. Nous avons utilisé le clone D5F3 qui a montré selon plusieurs études

une grande sensibilité et spécificité

Par contre un seul cas trouvé positif de score 3, il s’agit d’un adénocarcinome a

prédominance acinaire.

Les réarrangements ALK sont rares, leur taux est de 3 a 5% des ADC pulmonaire et ils

sont le plus souvent associes aux adénocarcinomes acinaires (Yoshizawa, 2013).

L’immunothérapie fait également partie des méthodes thérapeutiques des CBNPC au
stade avancé (Reck et al., 2016).

D’autre part, la recherche d’expression de PDL1 dans cette étude, n’est pas faite de
facon systématique, seulement dans 16 cas des CBNPC, dont 5 cas sont positifs, car nous ne

disposons pas de traitement spécifique.

Par ailleurs, qu’elle que soit le but ciblé diagnostic ou thérapeutique, la réussite de
I’étude immunohistochimique ne peut se faire sans le strict respect des différentes étapes de la
technique aussi bien prés analytiques, (type, volume du fixateur et durée de fixation), que de
la technique proprement dite, en respectant les parametres suivants :

v L’utilisation des mémes kits contenant tous les réactifs pour IHC sans mélanger les
réactifs de différents lots

o Le démasquage des sites antigénique.

o Le choix du clone de I’anticorps primaire.

o Le respect de la dilution et du temps d’incubation de 1’anticorps primaires.

o L’utilisation des chambres humides pendant les temps d’incubation afin d’éviter le

desséchement du tissu.
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Pour s’assurer de la réussite de la technique d’immunohistochimie, elle doit étre validée en

utilisant des témoins positifs et des témoins négatifs (Kabiraj et al., 2015).

Témoin positif : il peut étre interne ou externe. 1l est défini comme un tissu contenant
I’antigéne identique a celui recherché dans le diagnostic. Exemple : si le témoin de 1’anticorps
anti TTF1 (marqueur pneumocytaire) est positif, il n’exprime pas le TTF1, et la technique et

a refaire.

Témoins négatifs : il est défini comme un tissu connu dépourvu de 1’antigéne recherché
dans le diagnostic. Il est censé étre négatif a I’anticorps. Le cas contraire signifie une
réactivité croisée de l’anticorps primaire ou une liaison non spécifique du systeme de

détection (Kabiraj et al., 2015).

D’autre part, nos résultats ont enregistré un taux bas d’adénocarcinomes papillaires et micro-
papillaires (190) et selon nos recherches bibliographiques, aucune étude n’a mentionné ces
sous types histologiques ; ceci est probablement di a leur tres faible présence au sein des

patients atteint de cancer du poumon.

o1



Conclusion

Notre travail a été réalisé dans le but d’étudier 1’apport de I’immunohistochimie dans

le diagnostic du cancer broncho-pulmonaire pour une meilleure stratégie thérapeutique.

Cette étude a révélé une prédominance du CBP chez les hommes compares aux
femmes, avec un taux de 81% vs 19% respectivement. Cette prédominance pourrait étre liee

a la grande consommation tabagique.

Les résultats anatomopathologiques ont montré une prédominance du CBNPC dans
89% des cas, dont le sous-type majoritaire est 1’adénocarcinome dans 68% des cas, suivie par

le carcinome épidermoide avec un taux de 23%.

L'immunohistochimie (IHC) est basée sur I’utilisation d’anticorps spécifique, elle
constitue une technique de choix en termes de précision du diagnostic dans le sous-typage du
CBNPC.

Néanmoins, I’immunohistochimie pourrait avoir certaines limites représentées par des
résultats faux positifs ou faux négatifs, conduisant a un mauvais diagnostic. Ces erreurs sont
purement pratiques ou peuvent étre liées a une mauvaise interprétation des résultats ; d'ou
I'importance cruciale d'une formation adéquate dans la manipulation des anticorps par les
techniciens d'une part, et d'une expérience minimale dans l'interprétation des resultats par les

pathologistes d'autre part.

Cependant, la recherche de nouveaux marqueurs moléculaires et 1’utilisation des
techniques de biologie moléculaire telles que (la PCR et le séquencage), pourraient améliorer

le diagnostic, afin de développer des thérapies ciblées et personnalisées.
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Annexe

Annexe 1 :
Classification OMS des carcinomes bronchiques 2021 (IARC, 2021).

+ TNM staging of lung, pleural, and thymic tumors
a. Lung carcinoma
b. Pleural mesotheliorra
c¢. Thymus epithelial tumors
+ TNM staging of soft tissue tumours
+ Staging of Hodgkin and non-Hodgkin lymphomas
1- Lung tumours
A. Small Samples Diagnosed
B. Epithelial tumors
1) Papillomas
o Bronchial papillomas
2) Adenomas
0 Sclerosing pneumocytoma
0 Alveolar adenoma
o Papillary adenoma
o Bronchiolar adenoma / ciliated muconodular papillary tumor
0 Mucinous cystadenoma
0 Mucous gland adenoma
3) Precursor Glandular Lesions
o0 Atypical adenomatous hyperplasia
0 Adenocarcinoma in situ
4) Adenocarcinomas
0 Minimally invasive adenocarcinoma
o0 Nonmucinous invasive adeno carcinoma
o0 Invasive mucinoid adenocarcinoma
0 Colloid adenocarcinoma
0 Enteric adenocarcinoma
5) Squamous Precursor Lesions
0 Squamous dysplasia and carcinoma in situ
6) Squamous cell carcinoma

0 Squamous carcinomas



0 Lymphoepithelial carcinoma

7) Large cell carcinomas

o Large cell carcinomas

8) Adenomatous carcinoma

0 Adenomatous carcinoma

9) Sarcomatoid carcinomas

0 Pleomorphic carcinoma

0 Pulmonary blastoma

o Carcinosacroma

10) Other epithelial tumours

0 Lung NUT Carcinoma

o Undifferentiated tumor dificiente in thoracic SMARCA4
11) Salivary gland type tumor

0 Pleomorphic adenoma

0 Adenoid cystic carcinoma

o Epithelial-myoepithelial carcinoma

0 Muco-squamous cell carcinoma

0 Hyalizing clear cell carcinoma

0 Myoepithelioma and myoepithelial carcinoma
12) Pulmonary neuroendocrine tumours
o0 Precursor injury

o Idiopathic diffuse hyperplasia of pulmonary neurondocrin cells
13) Endocrine tumours

o Carcinogenic tumor / neurondocrin

14) Neurondocrin carcinoma

o Small cell lung carcinoma

o0 Large cell neurondocrin carcinoma

15) Ectopic tissue tumours

0 Melanoma

0 Meningioma

16) Mesenchymal tumors

0 Pulmonary Hamartoma

0 Chondrome pulmonary
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o Diffuse pulmonary lymphangiomatosis
0 Blastoma pleuropulmonary
o0 Pleuro-pulmonary artery intimal sarcoma

0 Congenital perbronchial myofibroblastic tumor

0 Primary pulmonary myoxide sarcoma with EWSR1-CREB 1 leak

17) Pecomatose tumors

0 Lymphoangioleiomyomatosis

0 Pecom

18) Hematolymphoid tumors

o MALT LYMPHOMA

o Diffuse large B cell lymphoma

0 Lymphomatid granulomatosis

o0 Large B cell intravascular lymphoma

o Langerhans Cell Pulmonary Histiocytosis

0 Herdheim-chester disease

2- Neoplasms of the pleura and peri-frame

A. Mesothelial tumors

1) Benign and preinvasive mesothelial tumours
0 Adenomatoid tumors

o Well differentiated papillary mesothelial tumor
0 Mesothelioma in situ

2) Mesothelioma

0 Localized mesothelioma
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o Diffuse mesothelioma
3) Hematolymphoid tumors
o0 Primary effusion lymphoma

o Diffuse large B cell lymphoma associated with chronic inflammation

Annexe 2 :
Classifications TNM des carcinomes bronchiques

Tableau 5: Classification TNM du cancer du poumon, 8™ édition (Goldstraw et al.,
2016).

TX Tumeur primaire non connue ou tumeur prouvée par la présence de cellules malignes
dans les sécrétions broncho-pulmonaires mais non visible aux examens radiologiques et
Taille endoscopiques.

(T) TO Absence de tumeur identifiable.
Tis Carcinome in situ
T1 Diameétre de la tumeur < 3 cm dans son diameétre le plus grand

Pas de signe d'invasion au-dela de la bronche lobaire
T1a (mi) : Adénocarcinome minimalement-invasifT1a
:<1cm

Tib:>1cmet<2cm

Tic:>2cmet<3cm

T2 Tumeur de plus de 3 cm, mais de 5 cm ou moins, avec quelconque des éléments suivants :
-envahissement d'une bronche souche quelle que soit sa distance par rapport a la caréne
mais sans envahissement de la caréne, -envahissement de la plévre viscérale, -existence
d'une atélectasie ou pneumonie obstructive s’étendant a la région hilaire ((sub)lobaire ou
pulmonaire).

T2a > 3 cm mais < 4 cm

T2b >4 cm mais < 5 cm

T3 Tumeur de plus de 5 cm et de 7 cm ou moins, ou associée a un (des) nodule(s) tumoral
(aux) distinct(s) et dans le méme lobe, ou ayant au moins l'un des caractéres invasifs
suivants : -atteinte de la paroi thoracique (incluant les tumeurs du sommet), -atteinte du
nerf phrénique, -atteinte de la plévre pariétale ou du péricarde.

T4 Tumeur de plus de 7 cm ou associée a un (des) nodule(s) pulmonaire(s) distinct(s)
comportant un envahissement quelconque parmi les suivants :

-médiastin, cceur ou gros vaisseaux, trachée, diaphragme, nerf récurrent, cesophage,
corps vertébraux, caréne, nodules tumoraux séparés dans deux lobes différents du
méme poumon.

NX Envahissement locorégional inconnu
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Ganglions NO Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux.
(N) N1 Métastases ganglionnaires péri-bronchiques homolatérales et/ou hilaires homolatérales
incluant une extension directe
N2 Métastases dans les ganglions médiastinaux homolatéraux ou dans les ganglions
sous-carénaires
N3 Métastases ganglionnaires médiastinales controlatérales ou hilaires controlatérales ou
scaléniques, sus-claviculaires homo- ou controlatérales
Métastase MO Pas de métastase a distance.
S(M) M1 M1a : Nodules tumoraux séparés dans un lobe controlatéral, ou nodules pleuraux ou

pleurésie maligne ou péricardite maligne
M1b : 1 seule métastase dans un seul site métastatique

M1c : Plusieurs métastases dans un seul site ou plusieurs sites atteints

T : fait référence a la taille et a une éventuelle extension locale de la tumeur. N : indique si le cancer s’est

étendu aux ganglions lymphatiques (nodes en anglais) proches de la tumeur primaire. M : fait référence a

la présence de métastases dans d’autres parties du corps. Chaque lettre est suivie d’un chiffre ou d’une

autre lettre : Les chiffres de 0 & 4 indiquent le degré d’extension ; La lettre X signifie “ne peut pas étre

évalué”, car I’information n’est pas disponible ; Les lettres ‘is’, signifiant “in situ”, peuvent suivre le T et

indiquent dans ce cas que la tumeur reste limitée a la couche cellulaire ou elle est apparue.

Tableau 6: Classification du cancer du poumon par stade (Eberhardt et al., 2015).

STADE Classification TNM
Carcinome occulte Tx NO MO
Stade O Tis NO MO
Stade | 1A IA1 | T1a (mi) NO M0O/T1a NO MO
IA2 | T1b NO MO
IA3 | T1c NO MO
1B T2a NO MO
Stadelll A T2b NO MO
IIB T1,2 N1 MO/T3 NO MO
Stade lll A T1, 2 N2, MO/T3 N1 M0/
T4 NO, 1 MO
1B T1,2N3 MO/T3, 4 N2 MO
lc T3,4N 3 MO
Stade IV VA Tout M1a/Tout M1b
IVB Tout M1c
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Tableau 7 : 8- eme classification TNM du cancer du poumon : Les TisSNOMO
correspondent au stade 0 - Les T1a(mi)NOMO correspondent & un stade 1A-1 (Goldstraw et

al., 2016).
NO N1 N2 N3 Mia-b Mic
Tout N Tout N
Tla IA-1 1B A B IV-A v
-B
Tib IA-2 1B A B IV-A v
-B
Tic IA-3 1B A 1B IV-A v
-B
T2a IB 11B 1A 1B IV-A v
-B
T2b A 1B A 1B IV-A v
-B
T3 11B A 1B nc IV-A v
-B
T4 1A A 1B 1nc IV-A v
-B
Annexe 3 :
Appareillages et Réactifs
Materiel de la macro Image

v Gants
v'Planche
v'Pince
v'Regle

com
SafeTouch Conrect
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v Cassettes
v'Crayon.
v'Papier JOSEPH

v' La hotte.
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Matériel de la micro Image

v Automate de
Circulation des
tissus

v' Distributeur de
paraffine Leica.

v' Automate de
coloration Leica
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v’ Etuve

v" Lames. -Lamelles.

v Moules d’inclusion

en acier inoxydable.

v Plaque

refroidissante

v" Microtome

v' Bain Marie et

Plaque chauffante
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Produits et réactifs

Image

> Formol 10%.

» Paraffine poudre.

> Ethanol

> Bleu Alcian

> Xyléne.

> Hématoxyline. -

Eosine.

> résine synthétique
EUKITT




Immunohistochimie

Kits
Solution de pH 9 (Tris/EDTA)
Eau oxygénée (H202)

WASH BUFFER (K8000)

Diluant d’anticorps (REF: K8006).
Solution d’anticorps anti- TTF1
Solution d’anticorps anti-P40

Solution d’anticorps anti- Napsine
A

Solution d’anticorps anti-P63
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Solution d’anticorps anti

chromogranine

Solution d’anticorps anti

synaptophysine

Solution d’anticorps anti CD56

Solution d’anticorps Ki67

Solution d’anticorps secondaire
HRP (REF : 8000)

Solution (DAB+chromogéne)
(REF : 8000)
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Annexe 4 :

Technique anatomopathologique (préparation des lames)

Examen macroscopique

Figure 31: Fixation des biopsies dans le formole a 10 %. A, biopsie

bronchique fixée au formol .B, biopsie mises dans une cassette

Circulation des tissus

Figure 32: Automate de circulation.
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Inclusion en paraffine chauffee

Figure 33: Inclusion des moules par la paraffine chaude.

Refroidissement

Figure 34: Refroidissement des moules.

Réalisation des coupes

Figure 35: Obtention des coupes sous forme d’un ruban.



Figure 36: Etalement des coupes sur la lame.

Coloration des coupes par Hématoxyline-Eosine (HE)

Réhydratation

Montage

Figure 38: Etapes de montage des lames.
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Observation microscopique

Figure 39: Analyse des lames au microscope.

Etude Immunohistochimique (IHC)

Figure 41: Becs a solution de démasquage.
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(

Figure 43: Dépot de I’ AC secondaire couplé a la peroxydase (HRP rabbit/mouse).

Figure 44: Application du DAB et apparition des taches marron.



