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Résumeé

Résumé

Le cancer bronchique est 1’un des cancers les plus fréquents dans le monde, avec 1.6 millions de
nouveaux cas par an. Les tumeurs dans ce type de cancer se forment a partir de 1’épithélium trachéal, des
bronches ou des poumons.

Les moyens de diagnostic sont multiples, tel que les cytologies d’aspiration et de brossage bronchique qui
moins invasives peuvent étre réalisées chez des patients présentant une contre-indication ou en association a
la biopsie. L’examen cytologique permet I’analyse de cellules spontanément desquamées ou prélevées dans
un tissu pour le recueil de cellules indépendantes ou en groupes structurés, toujours extraites de leur contexte
architectural.

Afin d’¢évaluer le role de la cytologie dans le diagnostic des cancers bronchiques, nous avons effectué¢ une
confrontation entre des cytologies bronchiques suspectes de malignité et malignes avec des lames
histologiques et d’immunohistochimie.

Ce travail est basé sur une étude rétrospective de patients algériens. Le diagnostic cytologique a été évalué a
partir des coupes cytologiques colorées par Papanicolaou. La confrontation histologique a été réalisée sur des
coupes colorées a I’hématoxyline /€osine, et immunohistochimique a I’aide d’anticorps anti TTF1, P63,
Chromogranine et synaptophysine.

L’analyse de I’ensemble des cytologies suspectes de malignité et malignes aprés une confrontation
histologique, ont confirmé le diagnostic de malignité dans 78% des cas, et I’immunohistochimie a confirmé
et préciser le type histologique.

Aux vues de ces résultats, nous constatons I’importance des cytologies bronchiques dans le diagnostic des
1ésions broncho-pulmonaire malignes puisqu’elles apportent une aide au clinicien en permettant 1’orientation
vers cette malignité avec pour but d’affiner les explorations pour une prise en charge adaptée.

Mots clés : Cytologie bronchique, Cancer bronchique, Diagnostique, Histologie, Immunohistochimie.
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Abstract

Abstract

Bronchial cancer is one of the most common cancers in the world, with 1.6 million new cases a year.
Tumors in this type of cancer are formed from the tracheal epithelium, bronchi or lungs.
Multiple diagnostic methods, such as aspiration cytology and bronchial brush, are less invasive and can be
performed in patients with contraindications or in combination with a biopsy. Cell analysis allows the analysis
of cells that are automatically separated or taken from tissue, to collect independent cells or in organized

groups, which are always extracted from their architectural context.

In order to evaluate the role of cytology in diagnosing bronchial carcinoma, we conducted a confrontation

between malignant cytology and suspected histological slices and Immunohistochemistry.

This work is based on a retrospective study of Algerian patients. The cellular diagnosis was assessed from
colored cell sections by Papanicolau. Histological comparison was performed on colored sections of
hematoxylin / eosin, immunohistochemistry using antibodies to TTF1, P63, and chromogranine.

Synaptophysine

The analysis of all cells suspected to be malignant and malignant after histological confrontation confirmed
the diagnosis of malignancy in 78% of cases. Immunohistochemistry confirmed malignancy and also allowed

us to determine the tissue type of cancer.

In light of these results, we note the importance of bronchial cytology in the diagnosis of bronchial bronchial
lesions because they provide assistance to the doctor by allowing the path to this malignant tumor to refine

the patient's explorations in the charge of adaptation.

Keywords : bronchial cytology, bronchial carcinoma, diagnosis, histology, immunohistochimstry.
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Liste des abréviations

Ac : Anticorps.

ADK : Adénocarcinome.

ADN : Acide Désoxyribonucléique.
Ag: Antigen.

ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase.

CBNPC : Cancer Bronchique Non a Petite Cellule.

CBP : Cancer Broncho-Pulmonaire.

CBPC : Carcinome Bronchique a Petite Cellule.
CE : Carcinome Epidermoide.

CIS : Cancer In Situ.

CK : Cytokératine.

CNE : Carcinome Neuroendocrine.

CPC : Carcinome a Petite Cellule.

DAB: Di-Amine-Benzidine.

EGF: Epidermal Growth Factor.

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor.
EML: Echinoderm Microtubule-Like.

H202 : Peroxyde d'hydrogene.

HAA : Hyperplasie adénomateuse atypique.

HE : Hématoxyline Eosine.

HER: Human Epidermal Growth Factor Receptor.
IHC : Immunohistochimie.

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique.
K-RAS : Kirsten- Rat Sarcoma.

OMS : Organisation Mondiale de Santé.

P16 : Protéine 16.

P53 : Protéine 53.



Liste des abréviations

P63 : Protéine 63.

PAP : Papanicolaou.

Ras : Rat sarcoma.

Rib: Retinoblastoma.

TBS: Tris Buffer Salin.

TDM: Tomo-Densito-Métrie.

TEP-FDG : Tomographie par Emission de Positrons au Fluoro-Désoxy-Glucose.
TNM: Tumor Node Metastasis.

TTF1: Thyroid Transcription Factor -1.

VEGTF : Vascular Endothelial Growth Factor



Glossaire

Coloration de Grimelius : est une coloration argentique, permettant la mise en évidence de
l'argyrophilie, La coloration de Grimelius est méthode histologique pour la détection de granules intra

cytoplasmiques sécrétoires spécifiques des tumeurs carcinoides. Les petites particules d'argent sont
alors accumulées dans les granules sécrétoires ce qui entraine 1'apparition de dépots noirs.

La coloration de Grimelius peut étre également utilisée pour l'identification des cellules
neuroendocrines.

Coloration_au bleu Alcian : permet de colorer les mucosités qui repose sur un groupe de
colorants basiques polyvalents qui sont solubles dans l'eau. La couleur bleue est due a la présente de
cuivre. Le pH de la solution de coloration est trés important et a un effet direct sur la catégorie de

mucines révélées par cette méthode. Si le pH de la solution est de 1.0, la solution va colorer les mucines
acides sulfatées. Ces mucines se retrouvent principalement dans le cartilage, les cellules caliciformes
du gros intestin et les glandes bronchiques.

Coloration PAS : met en évidence les mucines (épith, a bordures en brosse), les membranes

basales, le glycogene. La réaction a 1’acide périodique de Schiff correspond a 1’oxydation de certains
polysaccharides par 1’acide périodique, révélée par une coloration rouge. Le PAS est couramment
associ¢ a la diastase (PAS diastase) qui digere le glycogéne mais laisse persister la coloration rosée
des mucines intra ou extracellulaires. Dans les tumeurs indifférenciées, cette coloration est utile pour
orienter le diagnostic vers une origine glandulaire (Hinsinger, 2008).

Lobectomie : la lobectomie est une opération chirurgicale qui consiste, apres ouverture de la
cage thoracique par thoracotomie, a enlever le lobe du poumon ou siege la tumeur ainsi que les
ganglions correspondants, sans enlever la totalité du poumon. Dans certains cas, deux lobes contigus
d’un méme poumon sont enlevés : on parle de bi-lobectomie (Clément-Duchéne 2010).

Pneumonectomie : la pneumonectomie est une opération chirurgicale qui consiste, apres
thoracotomie, a enlever la totalit¢ du poumon ou si¢ge la tumeur ainsi que les ganglions
correspondants. On parle de résection totale d’un des deux poumons. Progressivement, la cavité laissée
libre va se combler dans les semaines qui suivent I’intervention (Les traitements des cancers du
poumon, avril 2010).

Curage ganglionnaire : le curage ganglionnaire est une intervention pratiquée pour enlever
une région ganglionnaire. On pratique cette intervention pour retirer des ganglions lymphatiques qui
contiennent des cellules cancéreuses et d’autres ganglions lymphatiques lorsqu’ il y a un risque ¢€levé
que le cancer s’y propage. Ce type d’intervention porte aussi le nom de lymphadénectomie.
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Introduction

Le cancer est la premiére cause de mortalité dans le monde aprées les maladies cardiovasculaires
(Ritchie et Roser, 2018). Il résulte d’une prolifération incontrélée d’un clone cellulaire qui conduit a
la formation d’une masse tumorale et la dissémination dans d’autres organes pour former des tumeurs

secondaires ou métastases (Kumar et al., 2017).

Le cancer pulmonaire est le cancer le plus fréquent dans le monde, avec 1.6 millions de
nouveaux cas par an, il est aussi la plus fréquente cause de déces, avec 1.4 millions de déces
annuellement, touchant les hommes beaucoup plus que les femmes. Il se situe au troisiéme rang
derriére le cancer colorectal et le cancer du sein et juste avant le cancer de la prostate (Quoix et
Lemaré, 2011). En Algérie, L’incidence du cancer du poumon est six fois supérieure a celle de la
femme. Cette augmentation suit parfaitement I’augmentation de la prévalence du tabagisme en Algérie
(Cherif, 2014). L’incidence standardisée selon le registre du cancer d’Alger est estimée a 25.9 pour

100 000 habitants.

La survie a 5 ans est de I’ordre de 15 % tous stades confondus. Il s’agit d’un probléme de santé
publique, et son incidence étant constante. Le tabac reste le facteur de risque le plus impliqué dans la

grande majorité des cancers bronchiques (Hamard et al., 2018).

Les moyens de diagnostic sont multiples, les biopsies sont les plus utilisées mais elles restent
invasives. D’autres moyens aident au diagnostic tel que les cytologies bronchiques moins invasives
pouvant étre réalisées chez des patients présentant une contre-indication ou en association a la biopsie,

permettant ainsi un diagnostic rapide pour une prise en charge adéquate.

C’est donc dans cette optique qu’a ¢été réalisé ce travail. Nous avons effectué¢ une étude
rétrospective de patients algériens, en évaluant le role de cytologies dans le diagnostic des cancers

bronchiques avec une confrontation aux résultats histologiques et I’immunohistochimiques.

Le traitement du cancer bronchique est différent selon I’histologie et le stade TNM. Il y a
globalement trois axes thérapeutiques spécifiques : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie,
et ainsi un traitement ciblé modifiée profondément la prise en charge des cancers bronchiques

(Moreau, 2006 et Jean Trédaniel, 2004 ; Zalcman et al., 2013).
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I. Anatomie et physiologie de ’appareil respiratoire
I.1 Anatomie

Le systeme respiratoire comporte les voies aériennes de conduction ou les voies aériennes
supérieurs (nez, pharynx, larynx, trachée et bronches) et les voies aériennes inférieures ou 1’appareil
broncho-pulmonaire occupant la plus grande surface d’échanges gazeux (majeure partie des poumons
: bronchioles, canaux alvéolaires et les alvéoles). Tous les éléments de ce tractus sont en continuité
(Raoul, 2005). L’appareil respiratoire se divise en deux parties séparées par le pharynx (Figure 1).

APPAREIL RESPIRATOIRE

MNez

Bouche ~-Pharynx
{arriére gorge)

Larynx

Trachee
Plévre — —— i ; fr Alvéoles
Muscles ; Bronche

bronchiques Bronchioles

!
POUMON DROIT | e | POUMON GAUCHE

Diaphragme

Figure 1 : Anatomie de ’appareil respiratoire (Wissler, 2012).

I.1 Histologie

Les bronches sont formées d’un épithélium cylindrique cili¢ pseudostratifié et un chorion de
tissu conjonctif abritant un nombre varié de glandes séromuqueuses. Il présente plusieurs types
cellulaires ; les cellules ciliées sont cylindriques et cubiques, les cellules basales constituent les cellules
de renouvellement, les cellules caliciformes qui dispersent entre les cellules ciliées et les cellules
neuroendocrines sont de petites cellules arrondies.

Les bronchioles possedent méme structure que la bronche sauf [’absence de glande
séromuqueuses et la présence de cellule de Clara, ces derniéres ne sont ni ciliées, ni muci sécrétantes.

Epithélium alvéolaire est présenté par les pneumocytes de type 1 qui sont des cellules tres
aplaties et les pneumocytes de type 2. Ces cellules sont treés arrondies, et des macrophages alvéolaires
sont déposés a la surface du revétement alvéolaire (Alan et James, 2006).
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Cellules Cellules Cellules de
caliciforme ciliés remplacement

neumocytes & :
B cyte _;\:” ca\pllllaires*

i ‘t-w'—» R—
£ Sac e - b

alvéolaire

Figure 2 : Coupes histologiques de la paroi d’une bronche interlobulaire (a gauche Gx 40) et des
sacs alvéoles (a droite Gx 40).

A : 1-cellules basales, 2-cellules caliciformes, 3-cellules ciliées, 4-membrane basale 5-6-mucu§.
B : 1-cellules basales, 2-cellues de clara, 3-cellules ciliées
C : 1-pneumocytes de type L, 2-pneumocytes de type IT

Figure 3 : Structure de 1’épithélium des voies respiratoires (Adam et al., 2013).

I.2 Physiologie respiratoire

L'appareil respiratoire a pour role de fournir de 1'oxygéne au sang et d'expulser du corps des
déchets gazeux, constitués principalement de gaz carbonique. Ces échanges gazeux ont lieu au niveau
des poumons (Mc Kinley et Bidle, 2014).

1.3 Physiopathologie du systéme respiratoire

L’arbre respiratoire est constamment exposé a des infections qui peuvent rester limitées
(bronchites, pneumonies) ou potentiellement invasives (bactériémies et méningites). Il se comporte
comme un organe immunologique. Ce compartiment est colonisé par une flore bactérienne
commensale, dont certaines espéces (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis) peuvent devenir pathogénes (Alonso, 2008).
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I1. Cancer broncho-pulmonaire

Le cancer broncho-pulmonaire est la maladie maligne la plus courante dans le monde, dont les
tumeurs se forment a partir de 1’épithélium de la trachée, des bronches ou des poumons. C’est un
cancer grave dont la fréquence élevée est liée en grande partie a la consommation de tabac. Le
pronostic de ce cancer est médiocre avec une survie a 5 ans de 15 %.

Selon I'OMS, elle est la cause la plus fréquente de déces par cancer chez les hommes, et apres le cancer
du sein, chez les femmes (Chater, 2014).

I1.1 Epidémiologies
II.1.1 Dans le monde

Le cancer pulmonaire est le cancer le plus fréquent dans le monde, avec 1.6 millions de nouveaux
cas par an, il est aussi la plus fréquente cause de déces, avec 1.4 millions de déces annuellement avec
des taux les plus €levés en Europe et en Amérique du Nord (Gadelis et al., 2013 ; Maziéres, 2014).
L’incidence du cancer baisse de 1,3 % par an depuis 2005 chez I’homme, mais augmente de 0,2 %
chez la femme (cette augmentation était de 1,6 % avant 2005). Cette situation est bien évidemment
liée au tabagisme, c’est ainsi que d’autres étiologies ont €t¢ mieux reconnues : professionnelles et
environnementaux (Sanchez et al., 2015).

La répartition mondiale est la suivante : 38 % en Asie de 1I’Est, 6 % en Europe de I’Ouest, 12 %
en Europe de I’Est, 6 % en Amérique du Nord (Moreau, 2006).

I1.1.2 En Algérie

Le cancer du poumon est au premier rang chez I’homme. Il occupe une place intermédiaire entre
les pays industrialisés et les pays arabes. L’incidence du cancer du poumon est six fois supérieure a
celle de la femme. L’augmentation de 1’incidence du poumon suit parfaitement I’augmentation de la
prévalence du tabagisme en Algérie (Cherif, 2014). L’incidence standardisée selon le registre du
cancer d’Alger est estimée a 25.9 pour 100 000 habitants.

II.2 Etiologie
I1.2.1 Tabagisme

Le tabac reste la principale cause du cancer bronchique avec une relation dose effet. Depuis
1950, il est connu comme étant a 1’origine de 1’augmentation exponentielle des cas des cancers
bronchiques. Le risque de cancer bronchique attribuable au tabagisme est ainsi estimé a 80-90 % des
cas incidents (Sanchez et al., 2015).

Selon les deux formes de de tabagisme, le tabagisme actif représente la cause principale du cancer
bronchique que la mortalité engendrée par celui-ci constitue 1’indicateur le plus spécifique des effets
du tabac sur la santé. En revanche, le tabagisme passif qui correspond a 1’exposition d’un non-fumeur
a la fumée de la cigarette. L’argument essentiel sur le réle du tabagisme passif dans la survenue du
cancer bronchique tient dans le fait que des taux ¢élevés de nicotine et de goudrons cancérigénes sont
retrouvés dans les urines des sujets exposé€s au tabagisme environnemental (Quoix et Lemarié, 2011).
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Sevrage tabagique

Au titre du cancer broncho-pulmonaire, le sevrage tabagique est un facteur clé¢ pour diminuer
les risques de cancers : les études épidémiologiques indiquent une réduction de 40 a 90 % de risque de
cancer bronchique dans les 10 ans apres I’arrét du tabac (Peiffer et al., 2013).

11.2.2 Exposition professionnelle

Certaines expositions professionnelles peuvent augmenter le risque de cancer. La prévention
passe ainsi par la réduction des risques d’exposition a des substances toxiques :

L’amiante

L’amiante est une fibre naturelle diversement utilisée dans I’industrie. Le mécanisme par lequel
I’amiante favorisent la survenue de cancer bronchique n’est pas encore bien défini, I’amiante pourrait
intervenir directement ou indirectement par I’intermédiaire de I’inflammation bronchique qu’il est
susceptible de provoquer (Quoix et Lemarié, 2011).

Le radon

Le premier carcinogéne domestique a I’origine de pollution intérieure. Il remonte du sol, dans
les maisons, a travers des fondations. Une analyse a montré que le risque de cancer bronchique
augmentait de facon linéaire avec 1’exposition au radon (Quoix et Lemarié, 2011).

I1.2.3 Facteurs non professionnels

Antécédents familiaux de cancer bronchique

Il existe un risque élevé de cancer bronchique chez les individus ayant des antécédents de
cancer bronchique familiaux. Ainsi, un locus de susceptibilité lité a été mis en évidence au niveau du
chromosome 6 (Baily-Wilson, 2004).

Les pathologies pulmonaires préexistantes

De nombreuses maladies respiratoires ont été associées a un risque accru de cancer du poumon,
la plus fréquente est la bronchopneumopathie chronique obstructive, les maladies fibrosantes et les
cicatrices pulmonaires exposent également le malade a un risque accru de cancer bronchique et
notamment d’adénocarcinome (Moreau, 2006 ; Denotte, 2009).

Les prédispositions génétiques

Une histoire familiale de CBP augmente le risque de survenue d’un cancer bronchique. Les
causes de ne sont pas encore bien déterminées, mais plusieurs hypothéses sont avancées concernant
les différences dans la capacité de métaboliser les cancérigénes, les capacités de réparation de I’ADN,
mais aussi 1’apoptose ou I’expression des différents génes impliqués dans la transduction du signal a
partir des récepteurs membranaires (Denotte, 2009).
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I1.3 Carcinogénése bronchique

La carcinogenese évolue en plusieurs étapes, impliquant une série de modifications
chromosomiques et de mutations entrainant ’activation des oncogenes et/ou 1’inactivation de génes
suppresseurs de tumeurs, aboutissant a 1’acquisition des propriétés fondamentales de la cellule
cancéreuse (Travis, 2004 ; Chater ,2014).

I1.3.1 Etapes de la carcinogenése bronchique

La classification de I’OMS est basée sur des critéres précis pour distinguer les différents types
de dysplasies et les CIS, 1ésions endo-bronchiques. Les critéres, qui distinguent les dysplasies 1égeres,
modérées et séveres, reflétent la perte de polarité dans les couches de I’épithélium, la proportion
d’atypies cellulaires (mitoses, augmentation de la densité cellulaire, diminution du rapport nucléo-
cytoplasmique) et I’augmentation de 1’épaisseur de I’épithélium. Le CIS présente une atteinte de toutes
les couches de 1’épithélium et des atypies cellulaires trés marquées, il se distingue de la dysplasie
sévere par I’absence compléte de maturation et par la perte de 1’orientation des cellules entre les parties
basales et luminales de 1’épithélium (Mascaux, 2008).

3 5 v; .
Carcinome in situ Carcinome invasif

Figure 4 : Etapes de la carcinogénése bronchique (Travis, 2004).

I1.3.2 La biologie du cancer bronchique

Les oncogénes

Le géne Ras

Ras est un transducteur du signal extracellulaire, muté dans 10 a 30% des CNPC. Le géne K-
ras a un double rdle : de protooncogene et de suppresseur de tumeur. Il semble que les mutations du
gene Ras interviennent assez tard dans le développement du cancer broncho-pulmonaire (Mlika et al.,
2014)
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Les oncogénes de la famille myc.

Ces oncogenes codent une protéine se liant & une ou plusieurs régions du génome et auraient
un réle de régulation de la mitose. Dans les cancers bronchiques a petites cellules ils sont
hyperexprimés et interviendraient dans le passage des formes peu agressives aux formes hautement
malignes et peu chimio sensibles (Eolynk, 2005).

Les génes ALK

Le role de la protéine de fusion EML4-ALK comme oncogene dans le cancer bronchique. Il
existe un réarrangement intrachromosomique sous forme d’une inversion au niveau du bras court du
chromosome 2 aboutissant a I’expression d’une protéine chimérique. Cette protéine chimérique
présente une activation constitutive de la kinase ALK (Fig 5). La présence d’un réarrangement EML4-
ALK est rare et retrouvée dans environ 5 % des CBNPC de type d’adénocarcinome. (Hamard et al.,
2018).
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Figure S : Schéma de translocation EML4-ALK, illustrant I’inversion de la partie aminoterminale (Hamard
et al., 2018).

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)

L’EGEFR est un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase, est surexprimé dans 60 a 80
% des CNPC (pres de 100 % des adénocarcinomes). Des mutations activatrices sont retrouvées au sein
des exons 18 a 21 codant pour le domaine tyrosine kinase du récepteur. La majorité des mutations
retrouvées sont des délétions situées dans I’exon 19 ou une mutation ponctuelle faux-sens située dans
I’exon 21 (p.L858R) d’EGFR. Ces mutations activatrices sont associées a un meilleur pronostic et
conferent une sensibilité aux ITK d’EGFR (Hamard et al., 2018).
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Figure 6 : Les mutations oncogéniques de I’ Epidermal Growth Factor Receptor dans le cancer bronchique

Les génes suppresseurs de tumeur

(Ruppert et al.,2011).

Deux sont clairement identifiés ; le gene p53 et le gene Rb. Dont le premier est porté par le

chromosome 17 et le second par le chromosome 13 peuvent étre mutés ou inactivés dans les cancers

bronchiques non a petites cellules et dans les cancers bronchiques a petites cellules pour le premier,

dans les cancers bronchiques a petites cellules uniquement pour le second. Des anomalies
chromosomiques sont fréquentes dans les cancers bronchiques et notamment la délétion du bras court
du chromosome 3 observée dans 20 % des cancers bronchiques non a petites cellules mais 90 % des
cancers bronchiques a petites cellules. Cette délétion chromosomique entraine des défets géniques

similaires a ceux que 1'on peut mettre en évidence dans le rétinoblastome (Eolyn, 2005).
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II.4 Classification anatomopathologique de cancer broncho-pulmonaire

La classification utilisée en pratique pour les tumeurs bronchique est celle de 1’organisation
mondiale de la santé (OMS). Elle se base sur I’histogenése c’est-a- dire sur 1’origine du tissu qui a
donné naissance a la tumeur. La derniére classification en date est celle de 2015(annexel) et elle
comporte 13 types différents avec de nombreux sous types histologique.

Les types histologiques les plus fréquents en pathologie quotidienne sont les suivants :

1. Adénocarcinome (ADK)

L'adénocarcinome invasif est une tumeur épithéliale maligne avec différenciation glandulaire,
production de mucine ou expression d'un marqueur pneumocytaire (OMS 2015).

1.1 Lésion précancéreuse

Hyperplasie adénomateuse atypique (HAA) se développe a partir de cellules qui dérivent d’un
progéniteur cellulaire capable de se différencier en pneumocytes de type Il et en cellules de Clara donc
prolifération de cellules alvéolaires a la surface des alvéoles et des bronchioles respiratoires donc se
développe exclusivement a la périphérie du parenchyme pulmonaire (Mascau, 2008).

1.2 Anatomopathologie

Cytologie

Les cellules de grande taille sont isolées ou groupées en acini ou en placards tridimensionnels, réalisant
parfois des images de papilles, les noyaux sont excentrés, arrondis et souvent munis d’un ou plusieurs
volumineux nucléoles (Fermas et Hamidj., 2014).

Figure 7 : adénocarcinome avec formations polarisées organisées autour d’une lumiére(étoile). En encart,
cellule avec grain de mucosécrétion (MGG, x 400) ((Fleury-Feith et Bernaudin, 2011).
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Histologie

Les adénocarcinomes sont souvent hétérogénes composés de plusieurs forme histologiques. On
distingue les architecteurs suivants : lipidique, acinaire, papillaire, micropapillaire et solide (Gharbi,
2016).

Figure 8 : Différents sous-types architecturaux des adénocarcinomes pulmonaires (HES, x 200 A et B, x 900
Cet x 100 D). A. acinaire B. papillaire C. Contingent solide D. lipidique. (Lantuejoul, 2014).

Profil Immunohistochimique

L’expression de la protéine TTF1, qui est corrélée a une origine terminale respiratoire de certains
sous-types d’ADK, est trés importante dans 1’architecture lipidique. Elle est observée avec une
intensité modérée dans 80 % des adénocarcinomes acinaires et papillaires (Lantuejoul, 2014).

2. Carcinome épidermoide (CE)

Le carcinome épidermoide est une tumeur épithéliale maligne présentant soit des ponts d’union et
/ ou une kératinisation intracellulaire, soit un carcinome non a petites cellules morphologiquement
indifférencié qui exprime le marqueur immunohistochimique de la différenciation des cellules
¢pidermoide (OMS 2015).

2.1Lésion précancéreuse

La métaplasie malpighienne est le remplacement de 1’épithélium bronchique de type respiratoire
fait de cellules caliciformes et de cellules ciliées par un épithélium pavimenteux stratifié appelé
malpighien. Il ne s’agit pas d’une lésion précancéreuse. Une anomalie de maturation appelée dysplasie
peut survenir sur un €pithélium métaplastique et considérée comme une I€sion précancéreuse. Elle se
caractérise par une désorganisation architecturale et des anomalies cytonucléaires des cellules
malpighiennes. On distingue les dysplasies 1égéres, moyennes ou séveres. La dysplasie sévere peut
étre considérée comme un carcinome in situ (Chater, 2014).
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2.2 Anatomopathologie

Cytologie

Ils se présente sous forme de cellules isolées ou de placards plans aux bords irréguliers. Les
cellules cohésives ont des limites bien visibles, un cytoplasme abondant, ovalaire ou polygonal dans
les formes bien différenciées, les noyaux situés au centre de la cellule ont des contours souvent
irréguliers et une chromatine grossicre et hypercolorée. Dans les formes kératinisates, on retrouve des
cellules dyskératosiques polygonales, arrondies ou fusiformes et orangeophiles a la coloration de
Papanicolaou. Les fréquents remaniements nécrotiques se traduisent par un fond basophile d’aspect
sale, microgranuleux (Fermas et Hamidj, 2014).

Figure 9 : Carcinome épidermoide bien différenciés (PAP, x400) (Christopher et al., 2018).
Histologie

Ils sont constitués de cellules de grandes tailles qui ressemblent a des cellules malpighiennes.
On retrouve des ponts d’union intercellulaires et une production de kératine par les cellules tumorales
sous forme d’une dyskératose ou d’une parakératose (Chater, 2014).

Figure 10 : Carcinome épidermoide bien différencié, kératinisation (fleches rouge) (HES, x 400)
(Christian, 2011).
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Profil immunohistochimique

L’immunohistochimie il est recommandée sur prélevements de petite taille lorsque les ponts
d’union ou la kératinisation ne sont pas évidents pour faire la preuve d’une différenciation
malpighienne. Les carcinomes malpighiens sont toujours négatifs vis-a-vis du TTF1, ils expriment trés
massivement la P63 et la P40, cette derniere étant plus spécifique (Lantuejoul, 2014).

3. Le Carcinome bronchique a grandes cellules

Le carcinome a grandes cellules est un carcinome différencié non a petites cellules, dépourvu des
caractéristiques cytologiques architecturales et immunohistochimiques du carcinome a petites cellules,
l'adénocarcinome et le carcinome épidermoide (OMS 2015).

1.1 Anatomopathologie
Cytologie

Les caracteres cytologiques reflétent les constatations histologiques. Il s’agit le plus souvent de
cellules groupées en petits amas. Les cellules de grande taille ont un cytoplasme de forme et
colorabilité variables. On ne retrouve pas de vacuole de mucus au bleu Alcian ni au PAS. Les noyaux
sont volumineux, avec souvent plusieurs nucléoles bien visibles, parfois les cellules sont plurinucléées
(Fermas et Hamidj, 2014).

Cependant I’OMS préconise le terme de carcinome a grandes cellules not otherwise specified
(CGC NOS) si aucune différenciation glandulaire, malpighienne ou neuroendocrine n’est mise en
évidence par des techniques histochimiques ou immunohistochimiques (Gharbi, 2016).

Histologie

L’aspect histologique est vari€, rappelant parfois des carcinomes épidermoides, glandulaires ou
neuroendocrines, mais sans en posséder les critéres morphologiques formels. Les cellules sont
généralement de grande taille avec des limites cytoplasmiques sont souvent nettes. Ces cellules sont
groupées en travées ou lobules séparés par un stroma d’aspect varié, fibreux, inflammatoire ou absent,
la nécrose est étendue.

= N - 2 - - .
- | " X far v
- [ - -
L] ' P
S - - i m
o n -
i . i - -
LR - : — . Fl
@ -
) ' 4 -
T . - #
5 - -
- - e
= "
-y &3 Le ¥
- - - r 1
# - -
& = -
- £t ., T [
- - — b
- - L - % L .
"l i = * [ - .
. B ™
) L} i = £}
B L = = 9
o [ 'y - -, &
- i

Figure 11 : Carcinome a grandes cellules (HES, x 400) (Lantuejoul, 2014).
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Profil immunohistochimique

Une batterie d’anticorps doit étre utilisée afin de pouvoir reclasser une CGC NOS diagnostiqué sur
biopsie ; TTF1 et Naspin a pour I’identification d’adénocarcinome, P40 ou P63 et CK5/6 ou CKS5 pour
une signature épidermoide, ainsi que les marqueurs neuroendocrines (chromogranine, synaptophysine,
CD56) pour éliminer un carcinome neuroendocrine a grandes cellules (Lantuejoul, 2014)..

1. Les tumeurs neuroendocrines

L’origine, la diversité et la typologie des tumeurs neuroendocrines restent un sujet de débat. 11
semble que ces tumeurs dérivent de cellules précurseurs spécifiques présentant des caractéristiques
neuroendocrines (cellules de Kulchitzky-Masson), qui sont dispersées a 1’état normal dans tout
1”épithélium bronchique. Les tumeurs neuroendocrines de poumon comprennent le carcinome a petite
cellules (CPC) et les carcinoide et carcinome neuroendocrine a grande cellules (CNEGC).

4.1 Lésion précancéreuse

L’hyperplasie neuroendocrine diffuse, est propre a famille des carcinoides, et on ne connait pas de
lésion paranéoplasique du carcinome a petite cellules et du carcinome neuroendocrine a grande
cellules. (Rouquette, 2016). Elle consiste en une prolifération généralisée linéaire ou en nodules des
cellules neuroendocrines pulmonaires qui peuvent €tre confinées dans 1’épithélium bronchique et
bronchiolaire ou s’étendre en zone extra luminale locale pour former un tumorlet (Mascau, 2008).

I. Cancer broncho-pulmonaire a petite cellule (CBPC)
Le carcinome a petites cellules est une tumeur épithéliale maligne composée de petites cellules

avec un cytoplasme maigre, des fronticres cellulaires mal définies, une chromatine nucléaire granulaire
finement dispersée et des nucléoles absents ou peu visibles (OMS 2015).

2.1 Anatomopathologie

Cytologie

C’est des nappes de petites cellules sans architecture endo-crinoide caractérisées par un
cytoplasme étroit et une chromatine finement granuleuse et des nucléoles non visibles avec I’index
mitotique ¢levé, une coloration de Grimelius positive (Chater, 2014).
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Figure 12 : carcinome a petite cellule (PAP, x400) (Christopher et al., 2018).
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Histologie

Architecteur est habituellement diffuse en nappes, sans organisation neuroendocrine franche
méme si I’on peut parfois observer des roussettes ou des palissades (Rouquette, 2016).

Figure 13 : Carcinome a petites cellules (HES, x 400) (Lantuejoul, 2014).
Profil immunohistochimique

Ces cellules de différenciation neuroendocrines expriment les marqueurs CD56, chromogranine et
synaptophysine. Elles sont trés majoritairement TTF1 positives. Par contre, les carcinomes a petites
cellules expriment rarement la P63 (Lantuejoul, 2014).

I1. Classification histo-pronostique de cancer bronchique

Le choix et I’ordre des traitements des cancers du poumon dépendent notamment du type de cancer
dont vous étes atteint et de 1’étendue du cancer au moment du diagnostic, autrement dit de son stade.

Pour déterminer le stade, les médecins s’appuient sur un systéme international de classification appelé
TNM (Tumor, Nodes, Metastasis, ce qui signifie, tumeur, ganglions, métastases). Ils prennent en
compte, entre autres :

- Lataille de la tumeur.

- L’étendue du cancer dans les poumons.

- L’atteinte ou non de structures voisines de la zone ou est localisée la tumeur.
- L’atteinte ou non des ganglions lymphatiques par des cellules cancéreuses.

- Laprésence ou non de métastases dans d’autres parties du corps.

OMS publier la 7-¢éme Edition de classification TNM et classification par stade dans cancer bronchique
(Annex 1).
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III. Diagnostic
II1.1 Bilan de diagnostique initial

I1 s’articule autour d'un examen clinique et d'une imagerie pulmonaire (radiographie et scanner).

II1.1.1 Examen clinique

Signes généraux

Il peut exister des signes non spécifiques (anorexie, amaigrissement, asthénie). Il peut
¢galement exister des signes traduisant une atteinte métastatique. Celle-ci peut toucher n’importe quel
organe mais plus fréquemment le cerveau, 1’os, le foie, les surrénales et la plévre (Barlesi et al., 2014).

Signes locaux

Les symptomes initiaux du CBP sont treés variables et peu spécifiques selon le type de
modifications de la symptomatologie broncho-pulmonaire (Schweitzer et al., 2003).

La toux est le signe le plus fréquent et ceci est dii a la stimulation des récepteurs endo-
bronchiques par des phénomenes mécaniques ou inflammatoires (Monge, 2006).

L’hémoptysie (crachats sanguinolents) se définit par I’extériorisation du sang d’origine sous-
glottique (arbre trachéo-bronchique ou parenchyme pulmonaire) par la bouche, le plus souvent lors
d’un effort de toux (Renaud et al., 2012 ; Chater, 2015).

La dyspnée (géne respiratoire) est un symptome extrémement fréquent dans le CBP et se définit
comme la sensation d’une respiration inconfortable (Bonnichon ez al., 2008).

Les douleurs thoraciques peuvent témoigner d’un envahissement pariétal ou d’une pleurésie
satellite de la tumeur (Schveitzer et al., 2003 ; Chater, 2015).

Les syndromes paranéoplasiques sont fréquents et évocateurs de cancers broncho-pulmonaire.
L’expectoration purulente avec ou sans ficvre (Monge, 2006).

I11.1.2 Imagerie pulmonaire

L’imagerie pulmonaire représente essentiellement par la radiographie thoracique. Cet examen
d’imagerie doit étre réalisé en premiere intention devant toute suspicion de CBP ; une radiographie
thoracique normale n’¢limine pas la présence de CBP (Bigay ef al., 2014). Il existe deux autres
moyennes, le scanner thoracique qui permet de donner une meilleure évaluation topographique, aide a
la ponction d’une lésion suspecte (Scotté ez al., 2002). IRM permet de visualiser la taille et la forme
de la tumeur située sur le poumon ainsi que sa position par rapport aux autres structures du thorax.

I11.2 Bilan d’extension

Le but est de proposer le traitement le plus approprié¢ et d’approcher le pronostic du patient
(Ferretti et al., 2008). le bilan d’extension est représenté par :
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La fibroscopie bronchique qui permet de visualiser la tumeur, et réaliser une biopsie dans les
Iésions visibles ainsi qu’une aspiration pour un examen cytologique (Scotté et al., 2002).

L’échographie transpariétale, utilisée pour exploiter le bilan d’extension a la paroi des cancers
périphériques (Ferretti et al., 2008). TDM thoracique qui permet d’apprécier la taille de la tumeur, sa
localisation, un éventuel envahissement médiastinal (Bigay et al., 2014). TEP FDG, est indiquée pour
la détermination de 1’extension locorégionale (Ferretti ez al., 2008).

II1.3 Examen d’anatomie et cytopathologie

Le diagnostic de certitude de cancer bronchique impose une preuve histologique ou cytologique.
Celle-ci pourra étre obtenue par divers moyens, complémentaires, dont la sélection sera faite au mieux
de maniére multidisciplinaire.

II1.3.1 Les prélevements cytologiques

Expectoration

Est un examen simple, non invasif, peu coliteux et rapide. En revanche, c’est un examen global
qui ne localise pas la tumeur et ne définit pas le degré d’invasion. Sa rentabilité est supérieure pour les
tumeurs (Fleury-Feith et Bernaudin, 2011).

Aspiration bronchique

Faite au décours d’une fibroscopie, elle est le plus souvent couplé a la biopsie. Elle est effectuée
seule lorsque la tumeur ne peut étre biopsiée (troubles de I’hémostase, tumeur trés hémorragique ou
inaccessible a la pince), elle peut parfois établir le diagnostic et préciser le type tumoral.

Brossage bronchique

Est réalisé soit sur une lésion visible en endoscopie, soit pour les tumeurs périphériques en «
poussant » la brosse le plus loin possible dans la bronche, prélevant dans ce cas a I’aveugle. Les
brossages bronchiques doivent toujours précéder les biopsies (Fleury-Feith et Bernaudin, 2011).

Lavage broncho-pulmonaire

A visée de diagnostic carcinologique est indiqué dans les tumeurs périphériques, plus
particuliérement lors d’une suspicion de carcinome bronchiolo-alvéolaire, de lymphome ou de
lymphangite carcinomateuse (Fleury-Feith et Bernaudin, 2011).

La ponction transpariétale

Elle s’adresse avec prédilection aux nodules de siege périphérique. En théorie, tout nodule
supérieur a 1.5 cm de diametre peut €tre accessible a la ponction (Fleury-Feith et Bernaudin, 2011).
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I11.3.1.1 La technique cytologique

L’interprétation des images cytologiques et la performance du cytodiagnostic sont
éminemment liées a la qualité de la technique durant les différentes étapes, depuis le prélévement
jusqu’au traitement des étalements. Les colorations usuelles des étalements les plus utilisées pour
1’étude morphologique sont celles de May-Griinwald-Giemsa (MGGQG), et de Papanicolaou. La premicre
a pour intérét d’étre rapide, ne nécessitant pas de fixation préalable et permettant d’identifier
rapidement toutes les catégories de leucocytes et de les distinguer des éléments épithéliaux ou
conjonctifs. La coloration de Papanicolaou, et les réactions cytochimiques : bleu Alcian, Grimelius,
PAS, contribuent tous a préciser la différenciation cellulaire. Des techniques d’immunocytochimie et
d’hybridation in situ (Fish) peuvent compléter les analyses précédentes si des conditions préalables
sont respectees. (koss, 1992).

I11.3.2 Prélévements Histologiques

Il existe trois techniques possibles d'obtenir un prélévement tissulaire ; biopsie bronchique
qu’elle se fait au décours d’une fibroscopie, sa rentabilité est excellente lorsque la tumeur est
proximale. Médiastino-scopie qui s’agit d’une véritable intervention chirurgicale indiquée en vue de
préciser le staging ganglionnaire de la maladie (Khoor, 1997).

I11.3.2.1 Les techniques histologiques

Les techniques usuelles

Le diagnostic de cancer broncho-pulmonaire peut €tre fait dans la grande majorité des cas par
I’histologie dite conventionnelle qui utilise les colorations courantes telles 1’hématéine-éosine, les
réactions histochimiques a la recherche d’une mucosécrétion (PAS, PAS apres digestion par I’amylase,
bleu Alcian), ou de grains neurosécrétrices (Grimelius). La coloration des fibres élastiques est utile
pour préciser les rapports de la tumeur avec la plevre (Khoor, 1997).

L’immunohistochimie
Elle n’est généralement pas nécessaire pour porter le diagnostic et préciser le type histologique des
formes les plus communes de cancers broncho-pulmonaires. Toutefois, I’immunohistochimie est utile,
voire indispensable dans plusieurs situations : préciser la nature épithéliale, conjonctive ou
hématopoiétique d’une tumeur indifférenciée, confirmer la différenciation épidermoide, glandulaire

ou neuroendocrine d’un carcinome morphologiquement peu différencié¢ ; distinguer la tumeur
primitive ou métastasique (Bonnerj et al., 1998 ; Lantuejoul ef al., 1998). Différents marqueurs sont
recherchés talque :

e TTF-1

Marqueur de I'unité terminale respiratoire, il est exprimé par I’épithélium des bronchioles
respiratoires et des alvéoles et intervient aussi dans 1’activation transcriptionnelle des surfactants A, B,
et C. TTF-1 est désormais connu pour activer I’expression de génes spécifiquement exprimés dans le
thyréocyte par sa capacité a se lier au promoteur du géne de la thyroglobuline (Tg) mais s’exprime
¢galement dans le poumon et dans le diencéphale (Gilbert-Sirieix, 2011).
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o P63

La protéine p63 est un homologue au suppresseur de tumeur p53, qui contrdle la prolifération,
I’adhésion et la différenciation cellulaires.

Elle est identifiée dans les cellules épithéliales basales d'une variété de tissus, y compris I'épiderme,
le col utérin, l'urothélium, le sein et la prostate et également été identifiée comme étant un marqueur
du carcinome épidermoide du poumon, avec une sensibilité de ~ 90% (Fromentel, 2012).

e La chromogranine

Est un marqueur des grains neurosécrétoires présents dans le cytoplasme des cellules
neuroendocrines. La richesse est corrélée au degré de différenciation de la cellule neuroendocrine. Le
marquage cytoplasmique d’intensité nette est électivement présent dans les CBPC sous forme de grains
rares, a la limite de la visibilité, a la périphérie de ces cellules. Ce marquage, trés spécifique du
caractere neuroendocrine, peut €tre limité a un nombre restreint de cellules.

e La synaptophysine

Est une molécule transmembranaire des vésicules présynaptiques. Elle est responsable d’un
marquage cytoplasmique diffus, de tonalité souvent douce, dont I’expression n’est pas corrélée au
degré de différenciation neuroendocrine. Elle est moins spécifique mais elle est sensible (Antoine,
2007).

IV. Traitement

Le traitement du cancer bronchique est différent selon I’histologie et le stade TNM. Il y a
globalement trois axes thérapeutiques spécifiques pour le traitement du cancer broncho-pulmonaire :
la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Ces traitements peuvent étre réalisés soit de maniere
i1solée ou combinée (Moreau, 2006 et Trédaniel, 2004).

La chirurgie

La chirurgie est le traitement de choix des CBP stades I, II ou III. On réalise une lobectomie
ou une pneumonectomie selon I’extension, avec curage ganglionnaire médiatisnal systématique
(Bizieux-Thaminy et al., 2004).

La radiothérapie

La radiothérapie est I'utilisation de rayons a haute énergie pour détruire les cellules cancéreuses
et les empécher de se multiplier. Lorsque les stades précoces ne peuvent faire 1’objet d’une chirurgie
pour des raisons de contre-indication médicale, il est proposé au patient une irradiation médiastino-
tumoral.

Elle est utilisée aux malades inopérables, non métastasés d’emblée, elle ne donne qu’une survie
d’environ 5% a 5 ans (Les traitements des cancers du poumon, avril 2010).
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La chimiothérapie

La chimiothérapie reste la base du traitement des CBPNPC présentant une contre-indication a
la radiothérapie. L'impact de la chimiothérapie en termes de survie par rapport aux soins palliatifs
seuls dans les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC) a été confirmé par plusieurs méta-
analyses (Pérol et Sibilot, 2005).

Thérapies ciblées

Des voies thérapeutiques ont ainsi profondément modifi¢ la prise en charge des cancers
bronchiques : les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK), les anticorps anti-VEGF, ciblant
I’angiogenése tumorale et les inhibiteurs ALK.

Inhibiteurs de PEGFR

Les ITK spécifiques de I’EGFR (géfitinib, erlotinib) ont été développés initialement sur la
simple expression de ’EGFR dans les tumeurs, ce qui concerne plus de 85 % des CBNPC, avec la
découverte simultanée de mutations activatrices du gene EGFR, chez les patients présentant les
réponses les plus spectaculaires au géfitinib ou a I’erlotinib. Ainsi plus de 40 % des patients asiatiques
atteints d’un adénocarcinome pulmonaire (TTFI1+) ont une tumeur avec mutation activatrice du
récepteur a I’EGFR, qui les rend particuliérement sensibles a I’action des ITK de ’EGFR, en deuxi¢me
ligne de traitement aprés une chimiothérapie a base de sel de platine Ces inhibiteurs ; ils peuvent
survivre plusieurs années alors méme qu’ils présentent d’emblée des métastases (Zalecman et al.,
2013).

Anticorps ciblant le VEGF

L’anticorps dirigé contre le VEGFR, principal facteur de croissance des cellules endothéliales.
La fixation au VEGF empéche ce dernier d’activer son récepteur a la surface des cellules endothéliales
et entraine une destruction des néovaisseaux anarchiques de la tumeur, avec des phénomenes de
nécrose tumorale. Des anticorps monoclonaux dirigés contre le VEGFR- (comme le ramucirumab) ont
aussi fait I’objet d’essais de phases II (en premiere ligne) et III (essai REVEL, en deuxieme ligne, en
association avec le docétaxel en comparaison a 1’association placebo et docétaxel) (Zalcman et al.,
2013).

Inhibiteur ALK

Le crizotinib inhibiteur de la tyrosine kinase de la protéine de fusion ALK, a été testé chez les
patients atteints de CBNPC présentant un réarrangement d’ALK. Récemment, une étude comparant le
crizotinib a la chimiothérapie dans les CBNPC avancés avec un réarrangement d’ALK a montré la
supériorité du crizotinib tant sur le taux de réponse que sur la survie sans progression. Par conséquent,
tester pour le réarrangement d’ALK afin de sélectionner les patients qui pourraient bénéficier d’un
traitement par inhibiteur ALK comme le crizotinib est recommandé (Mascaux, 2014).
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Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU Issad Hassani de

Béni Messous a Alger. Cette étude s’est étalée sur une période de 6 mois allant de décembre 2018 a mai 2019.

Afin d’évaluer le role de la cytologie dans le diagnostic des cancers bronchiques, nous avons effectué
une confrontation entre des cytologies bronchiques suspectées malignes et les biopsies des mémes cas ayant

subi une analyse histologique et immunohistochimique.

Il s’agit d’une étude rétrospective de 43 patients algériens sélectionnés a partir de 584 cas. En effet,

sur 584 cytologies bronchiques (aspiration et brossage bronchique) suspectes et malignes, 43 ont été retenues.

Apres une analyse de leurs comptes rendus anatomo-pathologiques et de leurs dossiers cliniques, une
confrontation des prélevements cytologiques et des biopsies correspondantes disponibles (prélévements de

I’année 2018) a été effectuée.

I. Matériel

I.1 Matériel biologique
Les liquides d’aspiration et de brossage bronchique sont des prélevements cytologiques prélevés au

cours d’un bronchoscopie a des fin de diagnostic cytopathologiques.

Les analyses histologiques et immunohistochimiques a 1’aide des anticorps anti TTFI1, P63,
chromogranine et synaptophysine, est effectué sur des biopsies bronchiques recommandées chez tous les

patients étant donné que 1‘étude permet de confirmer le diagnostic et d’identifier le type histologique.

1.2 Matériel non biologique
La réalisation de notre étude a nécessité l'utilisation d’une variété d’appareillage et de réactifs.

L’ensembles du matériel est illustré dans la partie (annexe 2).

I1I. Méthodes

Tous les prélevements qu’ils soient cytologiques ou histologiques dés leur arrivée au laboratoire
d’anatomie cytologie pathologique sont enregistrés au niveau de la réception ou on leur attribue un numéro

d’identification. Selon le type de préléevement, la technique differe.

II.1 Technique des prélévements cytologiques

Dées I’arrivée au laboratoire, le matériel cytologique est agité et versé¢ dans un tube puis centrifuger
pendant 10 minutes a 2500 RPM. A la fin de la centrifugation, le surnagent est jeté et le culot gardé.
Le culot est récupéré par pipette de pasteur et déposer une a deux gouttes au tiers inférieur de la lame

préalablement identifiée.
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En utilisant une lame vierge, étaler le spécimen en effectuant de légers mouvements circulaires et de
glissement tout en appliquant une petite pression et jusqu’a ce que le spécimen soit étalé le plus uniformément

possible.

- Fixer a I’aide d’un fixateur en aérosol.
- Laisser sécher a plat entre 15 et 30 minutes avant de procéder a la coloration.

- Dans notre étude nous allons utiliser la coloration de Papanicolaou.

II.1.1 Coloration de Papanicolaou

1) Objectif

La coloration Papanicolaou est utilisée pour distinguer la différentiation et la morphologie cellulaire.
C’est la coloration de référence pour les études en cytologie afin de détecter la présence anormale de cellules
dans les liquides bronchiques dans le cadre du diagnostic précoce du cancer broncho-pulmonaire.

2) Principe

La coloration de Papanicolaou est composée de trois colorants :
L’hématoxyline : colore les noyaux en bleu. L’orange G (OG 6) : réagit avec les cellules squameuses
(malpighiennes) matures de par son affinité avec la kératine en colorée leur cytoplasmique en Orange.
L’¢osine alcool (EA 50) : réagit avec le cytoplasme des cellules squameuses non matures (cellules basales et
intermédiaires) ainsi qu’avec les cellules glandulaires et les hématies.

3) Mode opératoire

- Passage du porte lame dans 3 bacs d’alcool décroissants (95°,85°,75°).
- Passage dans un bac d’eau courant.

- Placer le porte lames dans I’hématoxyline pendant 3min.

- Ringage par I’Eau courante pendant 3 a 5 min.

- Immerger dans 3 bacs d’alcool croissants (75°, 85°,95°).

- Mettre les lames dans Orange G pendant 2min.

- Passage dans I’alcool (95°).

- Placer le porte lames dans le xyléne pendant 5 min.

I1.2 Etude des biopsies bronchiques

De¢s leur arrivée au laboratoire, les prélevements tissulaires (biopsie) sont d¢ja fixés au formol tamponné
a 10% et sont identifiés grace a la fiche de renseignement et enregistrés avec attribution d’un matricule qui
suivra le prélévement durant toutes les étapes techniques jusqu’a ’archivage des comptes rendus, des blocs

de paraffines et des lames colorés.
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I1.2.1 Analyse histologique
Le plus souvent, le matériel histologique est fixé, inclus, coupé et coloré afin de pouvoir I’observer au
microscope.

Déshydratation

Les cassettes contenant les échantillons sont placées dans un panier qui est placé dans la station de

déshydratation durant 12 heures (01 heure dans chaque bac) :

-1 bac de formol (pour 1 heure).

-5 bacs d’éthanol (1 heure pour chaque bac).

-4 bacs de xyléne (1 heure pour chaque bac).

-2 bacs chauds de paraffine a 65°c (1 heure pour chaque bac).

Inclusion en paraffine

Une fois les tissus imprégnés en paraffine, ils sont déposés et orientés d’une facon désirée dans des

moules métallique, ou la paraffine est a 1’état liquide (& 56°c ou 58°) afin de confectionner le bloc.

Mettre le moule sur la plaque froide jusqu’a refroidissement. Démouler les blocs obtenus et les déposer

dans le congélateur (- 4 °C), pour faciliter leur coupe.

La coupe

Les coupes du bloc de paraffine sont réalisées avec un microtome permettant d’obtenir des sections
(coupes histologiques) de 3 a 5 microns d’épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des lames en verre qui

sont mises dans un panier qui est placé dans 1’é¢tuve a 60°C.

I1.2.2 Coloration Hématoxyline Eosine (HE)
1) Objectif

La coloration a I'hématoxyline et a I'éosine est une technique de coloration d'usage courant en

histologie et en histopathologie.
2) Principe

C'est une coloration bichromatique qui se compose d'un colorant nucléaire, 1’hématoxyline, et d'un
colorant cytoplasmique, I'éosine. L'hématoxyline est un colorant cationique, qui a une affinité pour les
¢léments cellulaires chargés négativement. Il colore notamment les noyaux en bleu/violet, en se fixant sur les
acides nucléique, 1'éosine est un colorant anionique, qui a une affinité pour les éléments cellulaires chargés

positivement. Il colore le cytoplasme en rose et les autres éléments cellulaires basiques en rose/rouge.
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3) Mode opératoire
- Mettre le porte lames dans les 3 bacs de xylénes (7 min pour chaque bac).
- Passage du porte lames dans les 2 bacs d’alcool décroissant (95°, 85°,75°).
- Réhydrater les lames a 1’eau courante.
- Mettre le porte lames dans I’hématoxyline pendant 3 minutes pour colorer les noyaux.
- Rincer les lames a I’eau courante.
- Mettre le porte lames dans 1’€osine pendant 1 minute pour colorer le cytoplasme.
- Rincer les lames a I’eau courante.
- Passage du porte lames dans 3 bacs d’alcool croissant.
- Placer le porte lames dans le xyléne (3 bacs, chaque bac pendant 2 min).

- Les lames colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine Synthétique EUKITT.

I1.2.3 Technique de ’immunohistochimie
L’immunohistochimie (IHC) est une technique biologique largement utilisé qui combine I’anatomie,

la physiologie, I’immunologie et la biochimie.
1) Principe

L’immunohistochimie consiste a mettre en évidence divers antigenes (Ag) cellulaires grace a des
anticorps (AC) spécifiquement dirigés contre eux, sur des préparations cytologiques (immunocytochimie), ou
sur des coupes de tissus congelés, ou fixés, et inclus en paraffine. Les Ag recherchés peuvent étre des Ag

membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires, ou des protéines de la matrice extracellulaire.
2) Mode opératoire

Préparation des lames

Des nouvelles coupes (2-3 micrometre) sont réalisées a partir des blocs précédents, et étaler dans les lames

silanisé.

- Le porte-lame est placé dans I’étuve a 50 °C toute la nuit.

Réhvydratation

- Mettre le porte lames dans le xyléne pendant 15 minutes.

- Plonger les lames dans 1’alcool décroissant pendant 15 minutes.

Démasquage des sites antigéniques

Le démasquage antigénique permettant aux antigénes de retrouver la conformation initiale et les rendre

accessible aux anticorps.
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Immergés dans une solution de démasquage TRS incubées a 98°c dans un bain-marie pendant 35min.
Refroidies les lames sur la paillasse a température ambiante pendant 20 min par 1’eau de robinet, Puis
sont mises dans 1’eau distillée pendent 5 min.

Entourer chaque échantillon (coupe de tissu) avec le Dako-Pen. Le cerclage des coupes au stylo Dako-
Pen a pour but de limiter la diffusion des réactifs.

Préparer un milieu humide pour les lames et les couvrir par un plateau pour un incubation dans le noir.

Blocage des peroxvdases endogénes

Additionner un inhibiteur de peroxydase H202 et incuber dans le noir pendant 30 minutes ;
Laver a I’eau distillée pendant Sminutes.
Rincer dans la solution TBS pendant Sminutes.

Immunomarquage

Additionner I’anticorps primaire (2 gouttes) et incuber dans le noir pendant 30minutes.

Mettre le porte lame dans le TBS pendant 5 minutes.

Ajouter ’anticorps secondaire couplé a un polymére d’enzyme (peroxydase de Raifort HRP) (2
gouttes) et incuber dans le noir pendant 30 minutes.

Rincer les lames avec I’eau distillée pendant 2 minutes.

Mettre le porte-lame dans le TBS pendant 5 minutes suivi par un séchage des lames.

Révélation

Utilisant le chromogene de la peroxydase qui est le DAB (3,3Diaminobenzidine). L’enzyme dégrade le

substrat DAB (HRP), le produit qui en résulte en présence du chromogene donne une coloration marronne.

Ringage a TBS

Contre coloration

Réaliser une contre coloration a I’hématoxyline pendant 5 minutes.

Lavage pendant 10min a I’eau courant.

Déshydratation dans 4 bacs d’alcool décroissants.

Passage dans 4 bacs de bains de xyléne.

Placer les portes lames dans 1’eau contenant quelques gouttes d’ammoniaque pour bleuir les noyaux

des cellules.

Montage

Un liquide (Eukitt) de montage est utilisé pour le montage entre lame et lamelle.

La lecture des lames se fait au microscope optique.
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Résultats et discussion

Notre étude a été menée sur 43 patients algériens sélectionnés en fonction de leur diagnostic

cytologique, parmi 584 cas de cytologies bronchiques qui été réalisées en 2018.

L’appréciation de la cytologie bronchique est effectuée a partir des lames colorées en

Papanicolaou récupérées des archives de 1’hdpital.

Notre étude avait pour principal objectif d’évaluer le role de la cytologie dans le diagnostic
des lésions pulmonaires avec une confrontation aux résultats histologiques de 18 cas de patients ayant

bénéfici¢ d’un prélevement biopsique.
I. Caracteéristiques generales de la population

L’étude des dossiers et des comptes rendus anatomopathologiques des 43 patients nous a permis
de définir les différents parametres cliniques que sont le ratio homme/femme, 1’age, la présentation

clinique et radiologique au cours du diagnostic et le siege de la lésion ou bien de la tumeur.

1.1 Répartition des patients selon le sexe

L’analyse de nos résultats montre une prédominance masculine avec un taux de (70%) soit un sex-

ratio homme/femme de 2,30 (7H/3F) (Figure 14).

homme
70%

Figure 14 : Répartition des patients selon le sexe

Ces reésultats concordent avec la littérature qui décrit un ratio de 2 a 3/1 aux Etats-Unis. En
revanche, selon une étude réalisée sur des patients francaise, Gadelis et al. (2013), un sex-ratio H/F de
6 /1 a été retrouvé. Par ailleurs, il ne nous ait pas possible de tirer des conclusions concernant ce

parametre et ce en raison de la qualité de notre échantillon et du nombre de cas pris en considération.
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Cette prédominance masculine est principalement liée a I'exposition a divers facteurs de risque

professionnels ou environnementaux ou a I'habitude toxique, notamment le tabac (Giulia, 2018).

En effet, la fumée de tabac contient une multitude d'agents cancérigénes, qui exercent leur effet
biologique par la formation de lésions de I'ADN dans les tissus pulmonaires. Les substances
cancérogenes sont métabolisées et détoxifiées dans le poumon par des enzymes qui oxydent les
hydrocarbures, produisant des espéces réactives de I'oxygene ou des intermédiaires, qui sont ensuite
neutralisés en conjugués solubles dans I'eau. Les intermédiaires réactifs non détoxifiés lient I'ADN aux

adduits de I'ADN, jouant un role dans la carcinogenése pulmonaire (Hemminki, 2007).

1.2 Répartition des patients selon I’age

Notre étude regroupe 43 patients, 13 femmes et 30 hommes, dont I’dge varie entre 30 et 89 ans.
Nous constatons une dominance dans la tranche d’age 60-69 ans tout sexe confondu, soit 37% de notre

population. Avec une moyenne d’age de 65 ans et ces résultats sont illustrés dans la figure 15.

0,
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Figure 15 : Distribution des patients selon les tranches d’age.
Ces résultats sont comparables a 1’étude rétrospective de Gadelis et al. (2013). Sur 106 patients
présentant un cancer broncho-pulmonaire tous sexes confondus. En revanche, ’étude de Maziéres

(2014) indique que la tranche d’age la plus touchée est 70-74 ans chez ’homme et de 50-80 ans chez
la femme.
Le cancer du poumon prend plusieurs décennies a se développer aprés le début du tabagisme. 1l

est donc rare avant I'age de 30 ans et atteint un sommet chez les personnes agee, et a également

considérablement évolué au sein des classes d’ages, au cours des 40 derniéres années (Quoix, 2016).
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1.3 Répartition des patients selon la présentation clinique

Les symptdmes initiaux du cancer broncho-pulmonaire sont trés variables pouvant étre pulmonaire

ou extra pulmonaire.

La toux est le symptéme le plus fréquent lors des consultations dans 23% des cas, une hémoptysie
est observeée dans 12% des cas, I’amaigrissement dans 9% des cas, les douleurs thoraciques

représentent quant a elle 5% des cas, et plus rarement la dyspnée dans 2% des cas (Figure 16).
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Figure 16 : Répartition des patients selon la présentation clinique.

Nos données sont comparables a I’étude de David et al. (2013), ou ils ont trouvé que la toux

est le motif le plus représenté au cours des consultations, soit 60% suivi par des douleurs thoraciques,

hémoptysie et amaigrissement avec des taux respectifs de 19%, 12 % et 9%.

Cette prédominance peut avoir de nombreuses origines. Elle peut parfois étre multifactorielle. La
cause broncho-pulmonaire est aussi vraie. Une bronchite chronique tabagique peut induise une
expectoration muqueuse matinale associée a une toux. L’expectoration purulente, d‘aspect verdatre,
est le signe de la dilatation des bronches. Il convient alors de rechercher une exposition chronique a

des aérocontaminants : tabac, polluants professionnels ou domestiques (Dalibon, 2016).

Dans 25 % des cas, les patients sont asymptomatiques au moment du diagnostic, d’ou I’intérét
potentiel des programmes de dépistage. Par ailleurs, tout signe fonctionnel ou clinique persistante plus
de 15 jours chez un fumeur ou ex-fumeur, sans explication patente, doit faire suspecter un cancer
bronchique. En effet, la variété des signes fonctionnels, le plus souvent banals, est un des éléments

expliquant parfois leur négligence par les patients et les médecins (Barlesi, 2014).
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1.4 Répartition des patients selon I’image radiologique

Les signes radiologiques sont tres variables mais souvent évocateurs et permettent de
différencier les cancers centraux développés dans le tiers interne des champs pulmonaires, des cancers
périphériques. Les premiers se présentent souvent sous la forme d'une opacité polycyclique hilaire.
Parfois I'opacité hilaire se poursuit vers le médiastin supérieur par une opacité latérotrachéale voire
méme une ombre en cheminée signant l'envahissement ganglionnaire médiatisnal. Dans 1’étude
rétrospective incluant 43 patients, la présentation radiologique est représentée essentiellement par des

opacités (23%) et plus rarement par une image de condensation (12%) (Figure 17).

70% 65%
60%
50%
40%

30% 23%

%des patients

0,
20% 12%
10%

0%
Opacité condensation  non mentionné

Figure 17 : répartition des patients selon I’image radiologique.

L’imagerie thoracique par la radiographie de thorax et TDM, est l'examen d'imagerie initial,
devant tout signe d'appel chez un fumeur de 40 ans et plus, qui permet d’envisager 1'hypothése d'un
cancer broncho-pulmonaire. On peut observer différentes anomalies, soit des opacités avec differentes
formes et localisation ou d’une image de condensation (Ferretti, 2008). L'objectif de cet examen est
de révéler la présence d’anomalies dans les poumons. Toutefois, la radiographie ne permet pas de
déterminer si une anomalie découverte est bénigne ou maligne. Et, par ailleurs, elle ne permet pas
toujours de déceler une anomalie, méme si elle est effectivement présente dans le poumon. Ces
résultats radiologiques nous permettent de définir le siége de la Iésion ou la tumeur donc selon la

localisation de la tumeur dans les 2 poumons et méme au sien d’un seul poumon (Barlesi, 2014).
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1.5 Répartition des patients selon le siége de la tumeur

Notre étude a porté sur 43 patients. Les tumeurs chez ce panel sont le plus souvent de siége
pulmonaire droit (63% des cas) qui comporte trois lobes, suivie par le lobe gauche (21% des cas) qui

ne comporte que deux lobes (Figure 18).

0,
70% e
60%
50%
40%
21%

30% ° 16%
20%

0%

Lobe droit Lobe gauche Non mentionné

Figurel8 : Répartition des patients selon le siége de la tumeur.
Nos résultats sont comparables a 1’étude de Tangri et ses collaborateur en 2014, décrivant que le

lobe droit est plus touché par rapport aux autres lobes soit 70%.
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Il. ETUDE ANATOMOPATHOLOGIQUE

Le diagramme ci-dessous représente un résumé de I’ensemble nos résultats suite a la confrontation des

données cytologiques aux résultats histologique et immunohistochimique

584 de cytologies d’aspiration et de brossage
bronchique (durant I’année 2018)

malignité et malignes

[ 43 cas de cytologies suspectes de ]

Confrontation histologiques et immunohistochimiques des 18 cas de
cytologies suspectes de malignite et malignes qui bénéficié d’un
prélevement biopsique.

U

12 cas de cytologies
suspectes de malignité

U

6 cas de cytologies
malignes

3 cas d’adénocarcinome

2 cas de carcinome épidermoide

1 cas de carcinome neuroendocrine

1 cas de carcinome non a petite cellule NOS
1 cas de carcinome a petite cellules

4 cas inflammatoire

2 cas d’adénocarcinome
3 cas de carcinome épidermoide

1 cas de la nécrose tumorale
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I1.1 Pourcentage de cytologies suspectes de malignité et malignes par rapport aux

cytologies d’aspirations bronchiques et de brossages totales

L’examen cytologique a la recherche de cellules malignes sur la cytologie d’aspiration et de
brossage bronchique a été retrouvé dans 7% de toutes les cytologies et représente 43 cas sur 584

patients (Tableau 1).

Un pourcentage de cytologies suspectes de malignité est relativement bas a déja été décrit dans
la littérature. En effet, dans 1’étude de Pasch et al. (1991), la cytologie suspecte de malignité

représentait 0.9% d’aprés leur analyse de 345 examens cytologiques chez 123 patients.

Tableau 1 : Pourcentage de cytologies suspectes de malignité et malignes par

rapport aux cytologies d’aspirations bronchiques et de brossages totales.

Cytologies Inflammatoires Suspecte de malignité et maligne

N° de patients 584
% 93% 7% 100%

11.2 Répartition des patients selon le diagnostic cytologique

L’objectif a travers la recherche de malignité sur les cytologies bronchiques est de diagnostiquer
des cancers broncho-pulmonaires a partir de 1’étude des cellules recueillies par aspiration bronchique
et/ou d’un brossage. La premicre phase de I’étude est d’évaluer le nombre de cytologies suspectes de

malignité et de cytologies malignes chez 43 patients.

Dans notre série, sur I’ensemble des cytologies prises en considération, a savoir 43. Nous avons

retrouvé 74% de cytologies suspectes maligne et 26% de cytologies malignes (Figure 19).

-
J—

m suspect = maligne

Figure 19 : Répartition des patients selon le diagnostic cytologique.

.
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11.3 Etude microscopique des cytologies

Le diagnostic cytologique de malignité se fait par la présence de criteres cytologiques de

malignité usuelle qui doivent étre évident :

Une anisocytose, une anisocaryose, une augmentation nette du rapport nucléo-cytoplasmique,

un hyper-chromatisme nucléaire, des mitoses et de la nécrose cellulaire.
Les cellules peuvent s’agencer en différentes structures :

Papillaire, glandulaire, en placards, en amas tridimensionnels, en cellules isolées, pouvant suggérer un

type histologique. La présence d’un fond nécrotique ou hémorragique doit également étre recherchée.

Dans la cytologie suspecte, on retrouve des cellules épithéliales présentant une augmentation
modérée du rapport nucléo-cytoplasmique ainsi qu’une anisocytose et une anisocaryose. Néanmoins,

ces atypies sont retrouvées focalement dans de rares cellules.

Sur une préparation cytologique normale, nous retrouvons des cellules épithéliales respiratoires
bronchiques normales et des cellules malpighiennes. La micrographie 20 représente une cytologie

bronchique normale.

Cellule malpighienne

Cellules bronchiques

Figure 20 : Cytologies normales des liquides bronchiques colorées par PAP (Gx
400).
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La microphotographie de cytologies bronchiques colorées par PAP et représentée dans la
figure 21 (A), montre une cytologie inflammatoire dans laquelle il apparait que la majorité des cellules
sont des cellules épithéliales respiratoires bronchiques cylindriques avec un rapport nucléo-

cytoplasmique préservé. La présence de cils témoigne de leurs différenciations cellulaires.

Nous pouvons également observer des macrophages et des polynucléaires neutrophile ce qui

indique la présence d’une forte inflammation (Figure 21 A et B).

Cellules épithéliales
ciliées

. Bl Macrophages

Figure 21 : Cytologies inflammatoires des liquides bronchiques colorées par PAP

(Gx 400) (PNN : polynucléaire neutrophile)
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L’examen cytologique d’aspiration ou de brossage bronchique d ’aspect inflammatoire
n’élimine pas un processus tumoral. Certaines réactions inflammatoires peuvent engendrer des

altérations cellulaires stimulant la malignité.

La cytologie suspecte de malignité présentée dans la figure 22 montre la présence de quelques
cellules atypiques avec noyau hyper-chromatique et wvésiculeux nucléole et rapport nucléo-

cytoplasmique élevé, ainsi qu’une présence de cellules épithéliales bronchiques normales.

Rapport N/C
élevé

Fond
hémorragique

Figure 22 : Cytologie suspecte de malignité d’un liquide bronchique
colorée par PAP (Gx400) (N/C : Nucléo /cytoplasmique).

La coupe de cytologie bronchique maligne colorée par PAP et présenté dans la figure 23,
montre de nombreuses cellules atypiques agencées en amas a limites irréguliéres, les noyaux sont
augmentés de volume et hyper-chromatiques avec un cytoplasme parfois Orangéophile dans cette

préparation.

Le diagnostic est assez facile si le nombre de cellules atypiques est suffisant ; c¢’est habituellement le

cas des produits de brossage bronchique ou la recherche d’éléments atypiques est longue et fastidieuse.

Fond
hémorragique

3 Cytoplasme
§ Orangéophile

Cellules épithéliale
atypique

Figure 23 : Cytologie maligne d’un liquide bronchique colorée par
PAP (Gx 400).
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I1.4 Confrontation cyto-histologique des prélevements bronchiques

Sur ’ensemble des cytologies bronchiques suspectes de malignité et malignes collectées dans
notre étude, la confrontation histologique a pu étre réalisée sur 18 cas (12 cytologies suspectes de
malignité et 6 malignes).

La confrontation histologique de 12 cas de cytologies suspectes de malignité a montré que dans
8 (66%) des cas, la malignité était confirmée sur les biopsies et 4 (34%) des cas étaient inflammatoires.
Pour ces derniers, ces résultats pourraient étre di au fait que le prélevement soit superficiel et ne touche
qu’une muqueuse bronchique inflammatoire sans évidence de Iésion tumorale ou encore que la biopsie
n’ait pas ciblé la lésion. Il se pourrait également que sur les prélévements cytologiques, les cellules
épithéliales ont subi des modifications due a une inflammation broncho-pulmonaire. Ces résultats
corroborent ceux d’Ouedragoo et al. (2001) ou ils ont noté une inflammation diffuse de la muqueuse

bronchique chez 21 patients.

Concernant les 8 (66%) biopsies malignes, nous avons constaté 2 cas d’adénocarcinomes
(ADK), 3 cas de carcinomes épidermoide (CE), 1 cas de carcinomes neuroendocrine (CNE), 1 cas de
carcinomes a petites cellules (CPC) et un cas de carcinomes non a petites cellules NOS (CBNPC NOS).

Sur les 11 cas de cytologies malignes, nous avons procédé une confrontation histologique des
résultats des 6 cas présentant une biopsie et retrouve sur toutes les biopsies correspondantes a ces
cytologies des Iésions malignes distinguée par,3 cas d’adénocarcinome (ADK), 2 cas de carcinome
épidermoide (CE), et un seul cas ou nous n’avons retrouvé que de la nécrose tumorale sans pouvoir

préciser le type histologique (Tableau 2).

Tableau 3 : Répartition des cytologies suspectes de malignité et malignes apres la confrontation.

Biopsie Malignes Inflammatoires Malignes Inflammatoires
8 /12 (66%) 4/12 (24%) 6/6 (100%) 0
ADK 2/8 ADK 3/6
CE 3/8 CE 2/6
CNE 1/8 Nécrose tumorale 1/6
CPC 1/8

CNPC NOS 1/8

-




Résultats et discussion

Notre étude avait pour principal objectif d’évaluer le role de la cytologie dans le diagnostic des

lésions pulmonaires avec une confrontation avec 1’histologie.

De nombreux travaux de recherche comparant les performances de la cytologie ont montré la
fiabilité de la cytologie dans le diagnostic de cancer bronchique dans 98% des cas (Rivera et Mehta,
2007).

Dans notre étude, ’ensemble des cytologies suspectes et malignes (les 18 cas retrouvés), apres
la confrontation histologique, ont confirmé le diagnostic de malignité dans 78% des cas dominée par
I’adénocarcinome et le carcinome épidermoide. Le reste c’est-a-dire 22% sont des biopsies

inflammatoire (Tableau 4).

Dans de nombreuses études (Mak et al., 1990 ; Schwartz et al., 2013 ; Brevet et al., 2014), la
malignité a été observé dans 52% des cas, et dans 1’étude de Chandra et al. (2014) la malignité était
de 51.5% du total des cas. Nos résultats sont légerement superieurs aux données de la littérature ou :
L’adénocarcinome représente 36% des cas. Ce type histologique est caractérisé par des organisations
cellulaires faite de glandes, pseudo papilles ou en vraies papilles autours d’un axe vasculaire. Les
cellules pouvant étre polarisées avec ou sans mucosécrétions, avec un nucléole est habituellement
proéminent.

Le carcinome épidermoide a été retrouvé dans 36% des cas. Ce dernier est caractérise par une
prolifération cellulaire comportant des agrégats cohésifs habituellement en couches monocellulaires
avec des cellules aplaties aux noyaux allongés, évocatrices de cellules malpighiennes pouvant
présenter ou non une kératinisation. Les anomalies cytogeénétiques sont fréquentes avec des noyaux
hyperromantiques irréguliers, la kératinisation est aisement reconnaissable en cytologie, les cellules
ayant un noyau pycnotique et un cytoplasme réfringent avec un fond de nécrose est quasi constant
(Fleury et Bernaudin, 2011).

Les carcinomes neuroendocrine (CNE), les carcinomes a petites cellules (CPC), les carcinomes
non a petite cellule NOS (CBNPC NOS) sont estimés a 7%.

Dans I’étude de Girard et al. (2016), I’adénocarcinome est estimé a 43.9% et le carcinome
épidermoide a 25.2%. Il n’a pas été observé d’autres types histologiques dans leurs études. Cependant,
nos résultats sont en accord avec I’étude de virally et al. (2003) ou le carcinome a petite cellules est

estimé a 15%, le carcinome a grande cellules a 12% et le carcinome neuroendocrine a 4%.
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Tableau 4 : Répartition de la totalité des cytologies suspectes de malignité et maligne

apres la confrontation

14/18 (78%)) 418 (22%)
ADK 5/14
CE 5/14
CNE 1/14
CPC 1/14
CNPC NOS 1/14

Nécrose tumoral 1/14

(ADK : adénocarcinome, CE : carcinome épidermoide, CPC : carcinome a petite cellules, CNE : carcinome
neuroendocrine, CNPC NOS : carcinome non a petite cellules sans autre spécificité)

1.5 Profil immunohistochimique des biopsies bronchiques

Sur les 18 cas de cytologies ayant un résultat immunohistochimique, nous avons retrouvé 14
biopsies malignes ; 5 sont représentés par des ADK dont le TTF1 est positif dans 80 % des cas et
négatif dans 20% des cas ;5 cas sont représentés par des CE avec une P63 positive dans tous les cas,
et un cas de carcinome neuroendocrine a petites cellules positif a la synaptophysine et un seul cas de

carcinome neuroendocrine avec une synaptophysine et une chromogranine positive (Figure 24).

120%
100%
80%

60%

100% 100%

40%

20%

0%
ADK CE CPC CNE CNE

ETTF1+ M®TTF1l- ™ Chromogranine+ synaptophysine+ ® P630+

Figure 24 : Profil immunohistochimique des biopsies bronchique.

(ADK : adénocarcinome, CE : carcinome épidermoide, CPC : carcinome a petite cellules,
CNE : carcinome neuroendocrine)
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Dans notre série, 80% des ADK sont TTF1 positive. Dans I’¢tude de Lantuejoul, (2014) les
mémes résultats ont été observés. De plus, une étude réalisee par Kim et al. (2013) a permis de mettre
en évidence une positivité de 80% des TTF1 dans les adénocarcinomes étudiés. Ces résultats
supposeraient une association de ce marqueur aux adénocarcinomes de poumon ce qui confirme que
I’immunomarquage en utilisant ce marqueur TTF-1 est une méthode trés sensible et tres spécifique qui
doit étre utilisée en pratique clinique. Les mémes conclusions ont été rapportées précédemment
(Moldvay, 2004). En revanche, le carcinome épidermoide a exprimé dans tous les cas la p63, comme
dans I’étude de Zalcman et al. (2013).

Le diagnostic des tumeurs neuroendocrine repose sur les critéres architecturaux et cytologiques
de la prolifération et sur la mise en évidence de graines neurosécrétrices dans le cytoplasme des cellules
tumorales. Les criteres histo-morphologiques de prolifération neuroendocrine sont en pratique
facilement reconnus par le pathologiste. La mise en évidence des graines neurosécrétrices dans les
cellules tumorales a été grandement facilitée par I’immunomarquage de réalisation rapide et fiable.
L’immunohistochimie ne permet pas de distinguer les sous-types histologiques de tumeurs
neuroendocrines. Elle sert cependant a distinguer les TNE d’autres tumeurs morphologiquement
comparables. Le diagnostic de TNEP requiert la positivit¢ d’au moins 1'un des marqueurs
neuroendocrines validés en pratique courante (chromogranine, synaptophysine, CD56/ N CAM).

Conjuguée a la négativité des marqueurs de tumeurs non neuroendocrines (Pelosi, 2016).
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1.6 Iconographies

La lecture des lames de cytologie bronchique suspecte de malignité et maligne avec les lames
d’histologie des biopsies correspondante et les lames d’immunohistochimie permet de confirmer le

diagnostic cytologique.

Les figures suivantes fournissent des images microscopiques des cytologies suspectes de malignité et

maligne et la confrontation histologique et immunohistochimique de ces cytologies bronchiques :

L'examen microscopique de la cytologie bronchique présenté sur la figure 28 (A et B) montre
des amas de cellules munis de noyaux hyperromantiques, parfois vésiculeux fortement nucléés. Cela
nous a conduit au diagnostic de cytologies suspectes de malignité, car il n'y avait pas assez de cellules

pour déterminer la malignité.

En effet, Les prélevements biopsiques présenté dans la figure 28 (B et C) correspondant a ce malade
ont permis d’observer une muqueuse bronchique infiltrée par une prolifération épithéliale maligne
agencée en amas et de rares travees de cellules atypiques. Dans cette micrographie, il ne nous a pas été
possible de déterminer le type histologique morphologiquement car le carcinome est peu différencie,

Une étude immunohistochimique est nécessaire pour répondre a cette problématique.

La figure 28 (E) Montre une expression nucléaire intense de TTF11 dans les cellules tumorale (fleche)

qui permet de dire que nous sommes en présence d’un adéenocarcinome.

L’¢étalement de liquide de brossage montre de nombreux amas, de placards et de cellules isolées
au noyaux monstrueux hyper-chromatique avec un rapport nucléocytoplasmique élevé montré dans la
figure 29 (A et B).

L’examen microscopique des prélévements biopsiques présenté dans figure 29 (B et C), montre des
cellules atypiques irrégulieres nécessitant une étude immunohistochimique pour un diagnostic plus

précis.

L'étude immunohistochimique a montré une marquage nucléaire intense de P63 représentée dans la

figure 29 (E) ce qui permettant le diagnostic de carcinome épidermoide.
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Figure 28 : Cytologie suspecte de malignité d’un liquide bronchique (A et B ; PAP Gx 400) ; et
adénocarcinome peu différencié (C ; HES Gx 100 et D ; HES Gx 400) et immunomarquage par TTF1(E,
Gx 400%), (PNN : polynucléaire neutrophile).
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Amas de cellules
(C) tumorales (D)

(E)

Figure 2 : cytologie maligne d’un liquide bronchique (A et B) (PAP, Gx 400), et carcinome épidermoide peu
différencié (C et D), (HES, Gx 400), et marquage immunohistochimie par P63 (E ; Gx400).

“



Résultats et discussion

Le carcinome neuroendocrine est une tumeur assez peu différenciée, comportant des massifs,
nécrosés en leur centre. L’activité mitotique est trés élevée. La definition OMS impose pour le
diagnostic la positivité de deux marqueurs neuroendocrines (la chromogranine et la synaptophysine).
L’interprétation des marqueurs neuroendocrines ne doit se faire qu’aprés avoir évoqué le diagnostic
de carcinome neuroendocrine a petites cellules morphologiquement. Ce diagnostic différentiel peut
étre tres difficile sur des fragments biopsiques bronchiques (pas d’argument architectural possible) et

tiendra compte de 1’ensemble des marqueurs IHC (Antoine, 2007).

L’examen cytologique représenté dans la figure 30 (A et B) a montré des cellules rondes au noyau
hyper-chromatique.

La microphotographie 30 (B et C) des prélevements biopsiques représentés essentiellement par la
nécrose avec presence de cellules parfois mal conservées, atypiques, irrégulieres et exprimant les

marqueurs neuroendocrines que sont la synaptophysine (F) et la chromogranine (E).

Dans le cas de carcinomes a petites cellules, le diagnostic cytologique se fait sur le
monomorphisme des petites cellules. Ce sont des éléments en réalité assez volumineux de taille de
trois ou quatre lymphocytes, mais beaucoup plus petits que les cellules adénocarcinomateuses, a
noyaux anguleux ou arrondi, tres colorable, opague, a cytoplasme le plus souvent non visible, parfois
identifiable, irrégulierement répartie autours des noyaux. Ces cellules, particulierement fragiles, sont

le plus souvent altérées sur le prélevement, donnant des aspects délavés évocateurs.

La figure 31 (A et B) de I’examen cytologique a montré un fond nécrotique grumeleux avec des

cellules, siege d’une anisocaryose.

L’étude histologique du prélevement biopsique correspondant présenté dans la figure 31 (B et C)
montre une prolifération faite de petites cellules au rapport nucléocytoplasmique élevé, ces cellules
sont parfois écrasées, cet aspect morphologique est évocateur du CPC. Néanmoins, I’étude

immunohistochimique a la synaptophysine confirme ce diagnostic (E).
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Figure 30 : cytologie suspecte de malignité d’un liquide bronchique (A et B) (PAP, Gx400), et carcinome
neuroendocrine (C et D) (HES, Gx400), et immunomarquage par synaptophysine (E, Gx 400) et
chromogranine (F, Gx 400)
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e X SN&H""-;‘ :
Petites cellules avec rapport N/C
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Figure 31 : Cytologie suspecte de malignité d’un liquide bronchique (A et B) (PAP, Gx400), carcinome
neuroendocrine a petite cellule (B et C) (HE, Gx 400, Gx 100) et immunomarquage par synaptophysine (E,
400%).
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Conclusion



Conclusion

La cytologie bronchique est une méthode validée et reconnue comme un moyen de diagnostic
en pathologie broncho-pulmonaire au méme titre que 1’étude des prélévements biopsiques. Elle reste

I’examen le moins invasif.

Plusieurs études ont ét¢ réalisées sur la cytologie bronchique avec confrontation a I'histologie
montrant une augmentation significative de la sensibilit¢ du diagnostic cytologique. Nos résultats
montrent que I’ensemble des cytologies suspectes de malignité et malignes, aprés une confrontation

avec leurs prélévements biopsiques confirment le diagnostic de malignité dont 78% des cas.

Aux vues de ces résultats, nous constatons I’importance et ainsi la fiabilité des cytologies
bronchiques dans le diagnostic de Iésions broncho-pulmonaires malignes puisqu’elles apportent une

aide majeure au clinicien pour affiner les explorations et permettre une prise en charge spécialisée.

Le développement de cette technique et 1'application de nouvelles méthodes de traitement de
ces cytologies par la confection de cytobloc a partir des liquides bronchiques recueillis, donnent a ces
¢chantillons la possibilit¢ de réaliser d'autres techniques telles que l'immunocytochimie et les

techniques de biologie moléculaire.

Toutes ces nouvelles méthodes ont révolutionné la prise en charge de ces patients par la

recherche d’anomalie génétique afin d’administrer une thérapie ciblée.
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Tableau 1 : Classification histologique OMS 2015 des tumeurs épithéliales pulmonaire.
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Tableau 2 : Classification TNM et par stade de cancer broncho-pulmonaire (OMS 2015).

T (tumeur primitive)

Tx

TO

Tis

T1

Tla

T1b

T2

T2a

T2b

T3

T4

Tumeur ne pouvant étre évaluée ou étre démontrée que par la présence de cellules malignes.
Pas d’évidence de tumeur primitive.
Carcinome in situ.

Tumeur de 3cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la plévre
viscérale.

Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension.
Tumeur de plus de 2 cm sans dépasser 3 cm dans sa plus grande dimension.

Tumeur de plus de 3cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant une
des caractéristiques suivantes : ¢ atteinte de la bronche de la bronche souche a 2 cm ou plus de
la caréne * invasion de la plévre viscérale  présence d’une atélectasie ou d’une pneumopathie
obstructive s’étendant a la région hilaire sans atteindre I’ensemble du poumon.

Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 5 cm dans sa plus grande dimension.
Tumeur de plus de 5 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension.

Tumeur de plus de 7 cm, ou envahissant directement une des structures suivantes : la paroi
thoracique, le diaphragme, le nerf phrénique, la plevre médiastinale, pleurale ou pariétale ou le
péricarde ; ou une tumeur dans la bronche souche a moins de 2 cm de la caréna sans I’envahir,
ou présence d’un nodule tumoral distinct dans le méme lobe.

Tumeur de toute taille envahissant directement une des structures suivantes : médiastin, ceeur,
grands vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent, cesophage, corps vertébral, caréne ; ou
présence d’un nodule tumoral distinct dans un autre lobe du poumon atteint

N (ganglions lymphatiques régionaux)

Nx

NO

N1

N2

N3

Ganglions ne pouvant pas €tre évalués.
Pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale.

Métastase dans les ganglions lymphatiques intra-pulmonaires, péri-bronchiques et/ou hilaires
ipsilatéraux, y compris par envahissement direct.

Meétastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ipsilatéraux et/ou sous-carnaires.

Métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux, hilaires controlatéraux,
scalénes ou sous-claviculaires ipsilatéraux ou controlatéraux
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M (métastases a distance)

pleural (ou péricardique) malin.

M1b | Métastase a distance.

Mx Me¢étastases a distance ne pouvant pas étre évaluées.
MO0 Absence de métastase a distance.
M1 Métastase a distance.

Mla | Nodule tumoral distinct dans un lobe controlatéral ; tumeur avec nodules pleuraux ou épanchement

Classification TNM par stades

Stade 0 Tis NO

Stade IA Tla, b NO

Stade IB T2a NO

Stade IIA | Tla,b N1
T2a N1
T2b

Stade IIB | T2b NO
T3 N1

Stade ITIA | T1, T2 NO

T3 N2

T4 N1, N2
Stade I1IB | T4 NO, N1

Tout T N2

Stade IV Tout T N3

Tout N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1
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Matériel et appareillages

Appareil de circulation automatique « type LEICA »
Appareil d’inclusion en paraffine « type LEICA »
Bain marie « type naive bath »

Microtome « type LEICA »

Centrifugeuse

Etuve thermostats.

Bacs en verre et les paniers.
Casette en plastique.

Stylo délimitant DAKO Pen.
Graveur (diamantine)

Porte lames.

Bacs de coloration.

Les lames simples.

Les lames silanisées.

Les lamelles

Les tubes secs

Pipettes pasteur

Plaque chauffante

Les réactives utilisée dans la technique d’immunohistochimies

Solution de lavage « Wash Buffer DAKO® »

Solution de démasquage antigénique « Target Retrieval solution DAKO ® »
Inhibiteur de peroxydase endogeéne « Peroxydase Blocking DAKO® »

Peroxydase de Raifort HRP DAKO®
Chromogéne DAKO®

Anti-corp anti P63 DAKO®

Anti-corp anti chromogranine DAKO®
Anti-corp anti synaptophysine DAKO®

Anti-corp anti TTF1 DAKO ®
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