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RESUME

Le cancer du poumon est le troisieme cancer le plus répandu dans le monde. La distinction
du carcinome épidermoide pulmonaire (SCC) est trés importante dans la gestion du traitement.
Des études récentes ont montré que le P40 est hautement spécifique pour les cellules

squameuses et qu’il est mieux que le P63 pour le diagnostic du SCC.

L’objectif de cette étude était de décrire les caractéristiques cliniques et épidémiologiques
des patients atteints de SCC et d'évaluer I'utilisation du marquage immunhistochimique de P40
dans le diagnostic du SCC et son potentiel pour remplacer I'anticorps P63 actuel comme le

meilleur marqueur squameux immunhistochimique.

Afin d’atteindre cet objectif, des études rétrospective et prospective ont été effectuées sur
des patients atteints de SCC. L’étude rétrospective a ciblé les patients atteints de cancer du
poumon non métastatique confirmées histologiquement, durant la période comprise entre 2016
et 2019. D’autre part, I’analyse anatomopathologique a été faite prospectivement sur dix cas de
cancer pulmonaire, entre décembre 2019 et aotit 2020. L’expression de P63 et P40 a été évaluée

par la technique d’immunohistochimie.

Au total 135 cas de carcinome épidermoide ont été recensés. Les résultats de 1’étude
rétrospective révelent une prédominance masculine chez toutes les catégories d’age avec une
fréquence maximale chez les personnes agées plus de 60 ans (33.3 %). L’age moyen des
patients était de 65.68 + 11.81 ans. La plupart des cas étaient asymptomatiques (63 %). La
manifestation clinique la plus fréquente était la toux notée chez 30,3 % des cas. La localisation
tumorale la plus répandue était au niveau du poumon droit caractérisant 57 % des cas. Les SCC
moyennement différenciés et le sous type « kératinisant » étaient les plus fréquents chez
respectivement, 37 % et 34.8 % des cas. 19.3 % de nos patients étaient des fumeurs. Les
résultats de I’immunohistochimie réalisée sur 10 cas ont montré un marquage positif chez 100
% des cas au moyen de P40, tandis qu’un marquage positif a été noté chez 80 % des cas, via le
P63.

En conclusion, les résultats obtenus confirment d’une part la fiabilité du P40 dans la
distinction du SCC pulmonaire par rapport au P63 et d’autre part, démontrent son implication

dans le processus oncogénique du SCC.

Mots- clés : carcinome épidermoide pulmonaire, immunohistochimie, diagnostic, marqueur,
P40, P63.



ABSTRACT

Lung cancer is the third most common cancer in the world. The distinction of pulmonary
squamous cell carcinoma (SCC) is very important in the management of treatment. Recent
studies have shown that P40 is highly specific for squamous cells and is better than P63 for

diagnosing SCC.

The objective of this study was to describe the clinical and epidemiological characteristics
of patients with SCC and to assess the use of immunohistochemical staining of P40 in the
diagnosis of SCC and its potential to replace the current P63 antibody as the best squamous

immunohistochemical marker.

To achieve this goal, retrospective and prospective studies have been performed in patients
diagnosed with SCC. The retrospective study targeted patients with histologically confirmed
non-metastatic lung cancer during the period between 2016 and 2019. On the other hand, the
pathological analysis was done prospectively on ten cases of lung cancer, between December
2019 and August 2020. The expression of P63 and P40 was evaluated using the technique of

immunohistochemistry.

A total of 135 cases of squamous cell carcinoma have been identified. The results of the
retrospective study reveal a male predominance in all age categories with a maximum frequency
in patients over 60 years old (33.3%). The mean age of the patients was 65.68 + 11.81 years.
Most of the cases were asymptomatic (63%). The most frequent clinical manifestation was
cough noted in 30.3% of cases. The most widespread tumor location was in the right lung,
characterizing 57% of cases. Moderately differentiated SCCs and the “keratinizing” subtype
were the most frequent in 37% and 34.8% of cases, respectively. 19.3% of our patients were
smokers. The results of immunohistochemistry performed on 10 cases showed positive labeling
in 100% of cases using P40, while positive labeling was noted in 80% of cases using P63.

In conclusion, the results obtained confirm on the one hand the reliability of P40 in
distinguishing pulmonary SCC from P63 and also, demonstrate its involvement in the
oncogenic process of SCC.

Keywords: lung squamous cell carcinoma, immunohistochemistry, diagnosis, marker, P40,
P63.
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INTRODUCTION

Le cancer du poumon reste la tumeur maligne la plus fréquente avec la mortalité la plus
élevée au monde malgré la baisse récente de l'incidence et du taux de mortalité. C’est une
pathologie hétérogene qui comprend divers types histologiques ayant une pertinence clinique
(Rodriguez et al. 2016 ; Siegel et al. 2020 ; Kastner et al. 2020)

L’interprétation des prélévements cytologiques et biopsiques selon la morphologie reste
la base de la classification. Sur la base du type histologique principal, du pronostic et des
implications thérapeutiques, les cancers du poumon sont divises en deux groupes principaux :
le carcinome a petites cellules (SCLC, 13% des cas) et le carcinome non a petites cellules
(NSCLC, 83% des cas) ; (Travis 2020).

Cependant, des nouvelles stratégies thérapeutiques sont proposées sur la base des
diverses caractéristiques tumorales et cela demande une nécessité d'offrir une classification
moléculaire plus détaillée et une distinction précisée entre les sous-types du cancer du poumon
non a petites cellules (NSCLC) a savoir, les carcinomes épidermoides (SCC) et les

adénocarcinomes (ADC), afin de prendre des décisions cliniques éclairées (Poirier et al. 2020).

La protéine P63 est un homologue et un membre de la famille de P53. Elle est codée par
le géne TP63 dont sa transcription peut donner au moins deux isoformes d’ARNm distincts
générées par l'action de deux promoteurs différents : trans-activant (TA) et tronquées ou non
trans-activant (non TA) également appelées A (Delta) Np63 (Sethi et al. 2015 ; Gonfloni et al.
2015).

L’isoforme TAp63 (ou simplement P63) peut trans-activer les génes rapporteurs de p53
qui favorise l'arrét du cycle cellulaire et l'apoptose, tandis que 1’isoforme ANp63-P40 (ou
simplement P40) agit comme « p53 inducteur dominant-négatifs » en favorisant la prolifération
et en bloquant ’apoptose des cellules avec une croissance cellulaire non restreinte (Chen et al.

2018).

Dans le SCC pulmonaire, une amplification génomique du locus TP63 a été rapportée
dans jusqu'a 16% des cas. Ainsi, plusieurs études ont indiqué que l'isoforme ANp63,

probablement 1'isoforme ANp63a est I’isoforme prédominante et qui entraine la tumorigénese



du SCC, celui-la est di a son activité oncogénique principale améliorée avec la présence des
génes suppresseurs de tumeurs (p53, TAp63) inactif (Lawrence et al. 2015 ; Gatti et al. 2019).

A I'heure actuelle, I’utilisation de I'anticorps de type 4A4 contre le TAp63 (P63) est la
principale marqueur immunhistochimique utilisé pour identifier les SCCs pulmonaires
(Villalobos and Wistuba 2017).

Cependant, des études récentes utilisant ce marqueur ont démontré des résultats
faussement positifs avec une positivité dans certains ADCs, ce qui peut entrain une confusion
ou des fausses interprétations lors de diagnostic surtout en cas des tumeurs peu différenciées.
En revanche, I'expression de ANp63 détectée par l'anticorps anti-P40 a montré une spécificité
plus élevée pour le SCC, mais une sensibilité plus faible par rapport au P63 (Cabibi et al. 2020
; Wang et al. 2020).

Plusieurs études ont été précédemment faites a travers le monde pour évaluer I’efficacité
de P63 et P40 pour le diagnostic des carcinomes pulmonaires. Néanmoins, les résultats obtenus

varient en fonction de la région et de la population d’étude.

C’est dans cette optique, que nous avons effectué une étude prospective, en vue de
comparer nos données aux résultats déja obtenus par d’autres investigations effectuées dans ce
sens. Mis a part, le profil épidémiologique des carcinomes pulmonaires abordé par notre étude,
la visée principale de notre travail était d’investiguer prospectivement, 1’efficacité diagnostique
de P63 et P40 vis-a-vis des carcinomes pulmonaires. Ainsi, I’étude qu’on a menée avait pour
objectif de décrire les particularités épidémiologiques et anatomo-pathologiques des patients
atteints de carcinome épidermoide pulmonaire et de démontrer 1’apport immunohistochimique
de P40 au diagnostic de carcinome pulmonaire non a petites cellules de type épidermoide et son
potentiel pour remplacer l'anticorps P63 actuel comme le meilleur marqueur squameux

immunohistochimique.
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CHAPITRE I: RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Rappel anatomique, histologique et physiologique sur les poumons

I. 1. 1. Anatomie des poumons

Les poumons sont un pair d'organes primaires de respiration présentent dans la cavité
thoracique a coté du médiastin, ils sont couvertes par une fine membrane séreuse double
couche appelée la plevre, le poumon droit a trois lobes et le poumon gauche a deux lobes
chacun est aéré par une bronche secondaire, les lobes sont plus loin divisés en sections
pyramidales plus petites appelées segments broncho-pulmonaires. Il y a dix segments
broncho-pulmonaires dans chaque poumon avec leur apex dirigé vers le hile et chacun est
aéré par une bronche tertiaire (figure 1) ; (Robinson 2009 ; Weibel 2017 ; Peate 2018).

Pharynx
Nasal cavity

Epiglottis

Hyoid bone

Thyroid cartilage W Larynx
Cricoid cartilage =
Right clavicle = L, 3 Trachia

Right lung It;?cf)tn[é::\sary
a Ribs
Parietal pleura Diaphragm
Visceral pleura Base of left lung

Pleural cavity

Inferior vena cava

' Aorta

: ,[ - Vertebral column

Figure 1 : Le systéme respiratoire (Robinson 2009).

Les bronches se divisent successivement plusieurs fois pour former des bronchioles
puis des conduits alvéolaires jusqu'a I'obtention des alvéoles (figure 2). Les alvéoles sont les
unités structurelles et fonctionnelles du systéme respiratoire ; il y a environ 300 millions
d'alvéoles chez un adulte humain d'une superficie d'environ 70 metres carrés pour les

échanges gazeux (Knudsen and Ochs 2018).
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Smooth muscle fibers are
oriented, in a spiral fashion.

Elastic fibers are
oriented longitudinally .
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smooth muscle
fibers

Elastic fibers

Figure 2 : Les voies respiratoires terminales (Robinson 2009).

|. 1. 2. Histologie des poumons

Dans le parenchyme pulmonaire, les voies bronchiques débouchent dans des
dilatations remplies d'air qui sont les alvéoles dont ces formes est polyédrique et assez
irréguliere, leur taille est trés variable entre 0,1 et 0,3 mm. Autour des alvéoles il se trouve un
réseau serré de capillaires sanguins fixés aux parois alvéolaires et alimentés par le sang de la
petite circulation. Dans l'alvéole l'air et le sang sont séparés par une mince couche
cellulaire ou 1’espace interstitiel est trés petit : la barriere air-sang, constituée par la paroi
alvéolaire (Ochs et al. 2016 ; Olmeda et al. 2017 ; Evans and Lee 2020). Il y a deux types

majeurs des cellules dans la paroi alvéolaire a savoir :

4+ Les cellules plates ou pavimenteuses: Les pneumocytes membraneux ou
pneumocytes de « type | » formant la structure de la paroi alvéolaire, reliés entre eux
par des jonctions serrées (Yang et al. 2016).

#+ Les cellules cubiques : Les pneumocytes granuleux ou pneumocytes de « type Il » qui
sécrétent un surfactant pour abaisser la tension de surface empéchant donc le collapsus
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des alvéoles lors de I'expiration, aussi ils se divisent pour produire les pneumocytes
de « type | » (Rodriguez et al. 2018).

+ Les cellules a poussiére du parenchyme respiratoire : Qui sont les macrophages
situés dans la cloison inter-alvéolaire ou dans la lumiére de 1’alvéole, les macrophages
complétent I'action d'épuration de l'air inspiré et séjournent un temps variable dans le
parenchyme respiratoire (certains y demeurent) puis ils sont soit véhiculés dans les
vaisseaux lymphatiques jusqu'aux ganglions hilaires, soit entrainés par les gaz
alvéolaires dans les bronchioles, les bronches et la trachée : englués dans le tapis

muqueux, ils sont alors avalés ou expectorés au niveau du pharynx (figure 3) ; (Zhang
et al. 2018 ; Belchamber and Donnelly 2020).

Figure 3 : Microphotographie a fort grossissement d'alvéoles normales. Les cloisons
alvéolaires sont trés minces et se composent d'épithélium alvéolaire aplati (pneumocytes) et
des capillaires délicats (Zhang et al. 2018).
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I. 1. 3. Physiologie des poumons

L'air inhalé est réchauffé, humidifié et purifié par le mucus qui tapisse les voies
ventilatoires, cet air est passé de la zone nasale a la grande surface développée des alvéoles

ou les échanges gazeux peuvent se faire (Del et al. 2018).

La respiration pulmonaire se traduit par 1’échange d’O- et de CO; entre les alvéoles et
les capillaires sanguins pulmonaires, elle entraine la conversion du sang désoxygéné en

provenance du cceur en sang oxygené retournant au cceur (Magder 2018).

Ces échanges sont motivés par la diffusion osmotique et ne nécessitent pas d'’ATP ou
adénosine triphosphate. Ce processus a licu a I’inspiration en raison de la pression en O2
¢levée de I’air atmosphérique ; alors que le CO; suit le chemin inverse en raison de la pression

en CO2 plus faible dans I’air atmosphérique (Hsia et al. 2011).

I. 2. Généralités sur le cancer pulmonaire

l. 2. 1. Définition

La carcinogenese pulmonaire est un processus a plusieurs étapes, défini par I'accumulation
progressive des mutations dans les oncogeénes et les genes suppresseurs de tumeurs, entrainant
des perturbations multiples dans les voies cellulaires. La physiopathologie du cancer
pulmonaire englober aussi les contributions du microenvironnement tumoral et les réponses
immunitaires de I'hdte, qui sont tous liées a chaque étape de la tumorigenese (Marino et al.
2019 ; Salehi et al. 2020).

l. 2. 2. Epidémiologie

Avec environ 2,1 millions de cas de cancer en 2018, 1,76 million de décés et 4,5 de taux
supérieurs a ceux de 2012. Le cancer du poumon est le cancer le plus fréquent dans le monde
chez les hommes et le deuxiéme cancer le plus fréquent chez les femmes (Bray et al. 2018 ;
Mattiuzzi and Lippi 2019).
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Cela est expliqué en partie par les différences historiques au début et le taux de
consommation du tabac entre les hommes et les femmes. Cependant, des études récentes ont
signalé 1’élévation des taux d'incidence du cancer pulmonaire chez les femmes dans plusieurs
payes développées notamment le Canada et les Etats-Unis (MacRosty and Rivera 2020 ;
Fidler et al. 2020).

La majorité des patients atteindront de cancer du poumon sont des fumeurs, chez les non-
fumeurs la proportion varie considérablement de 10 % a 25 % et il touche les hommes plus
que les femmes. Le carcinome épidermoide est le sous-type histologique le plus courant de
NSCLC, il représente environ 20 a 35 % de tous les cas de cancer du poumon (Bhopal et al.
2019 ; Dhungana et al. 2020).

En Algérie, une étude fait par Otsmane et al. (2018) a montré la méme distribution

d’incidence de carcinome épidermoide mentionné précédemment.

I. 2. 3. Facteurs de risque associés au cancer pulmonaire

l. 2. 3. 1. Tabagisme

L'incidence du cancer pulmonaire est étroitement liée aux tendances de I'usage
du tabac dans une région donnée. La plupart des cancers du poumon sont attribuables
au tabagisme, qui expose les voies respiratoires et le parenchyme pulmonaire a de
nombreux cancérogenes et pro-carcinogenes, y compris les radicaux libres, les
amines aromatiques, les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les
nitrosamines. Par rapport au tabagisme, les autres expositions impliquées ont un
impact beaucoup plus faible sur le cancer du poumon (WHO 2018 ; Peiffer et al.
2018 ; Sakhri and Bertocchi 2019).

l. 2. 3. 2. Radon

Le radon est un gaz radioactif issu de la dégradation de l'uranium du sol
terrestre, il a été attribué au deuxiéme facteur de risque de développement du cancer
pulmonaire aprées I'exposition au tabac. L'exposition au radon est également en
corrélation avec le fardeau des mutations tumorales. Cette signature mutationnelle
est associee a une réparation de mésappariement d'/ADN defectueuse (Choi et al.
2016 ; Akhtar and Bansal 2017 ; Lim et al. 2019).
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I. 2. 3. 3. Expositions professionnelles

L'exposition a I'amiante, I'arsenic, le chrome et les rayonnements ionisants
dans un milieu professionnel sont parmi les facteurs impliquees dans le
développement de cancer du poumon. Ces expositions sont pertinentes pour les
travailleurs dans les entreprises d'application de pesticides, préservation du bois,
I'industrie de production et de soudage de I'acier inoxydable, mais aussi les magons,

les charpentiers et les électriciens (Shankar et al. 2019).

I. 2. 3. 4. Fumée domestique de carburant

Le combustible domestique est utilisé pour la cuisson et le chauffage dans le
monde entier, il libére la fumée lors de la combustion, ce qui augmente la pollution
de l'air intérieur et donc plus d'exposition aux particules pour les personnes (Balmes
2019).

l. 2. 3. 5. Infections

Il est bien connu que l'inflammation chronique secondaire est liée a des
infections et associée a la cancérogenése. Mycobacterium tuberculosis, Le virus du
papillome humain (HPV), Helicobacter pylori (Hp), et le virus de
I’immunodéficience humaine VIH sont généralement parmi les agents pathogénes
qui peuvent causer des infections chroniques et augmenter le risque de cancer du
poumon (Malinovsky et al. 2018 ; Gonzalez et al. 2018 ; Molina et al. 2019 ;
Abbar et al. 2020).

l. 2. 3. 6. Maladies inflammatoires

Les maladies inflammatoires sont un facteur de risque pour le développement
de cancer des poumons, notamment lI'asthme chez les patients avec ou sans des
antécédents de tabagisme et la sarcoidose qui peut affecter les poumons et les

ganglions lymphatiques (Bonifazi et al. 2015 ; Yan et al. 2017).
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l. 2. 4. Classification de cancer du poumon

Le cancer du poumon est classé en deux grandes catégories : les carcinomes « non-a
petites cellules » (Non-Small Cell Lung Carcinomas, NSCLC), qui dérivent des cellules
souches épithéliales de la mugueuse broncho-pulmonaire et les carcinomes « a petites cellules
» (Small Cell Lung Carcinoma, SCLC) qui regroupent plusieurs catégories de cancers
présentant des caractéristiques morphologiques, histologiques et ultra structurales communes,
dont en particulier la présence de granules neuro-sécréteurs et une activité mitotique

importante (Antoine et al. 2018).

Les NSCLC représentent environ 80 % des cas et peuvent adopter une architecture
épidermoide (Squamous Cell Carcinoma, SCC), glandulaire (ADenoCarcinoma, ADC) ou
indifférenciée (Large Cell Carcinoma, LCC), selon I’étiologie et la localisation dans 1’arbre
bronchique (Micke et al. 2016 ; Osmani et al. 2018).

La classification TNM de l'union pour le contrdle international du cancer est la norme
internationale reconnue pour la stadification du cancer. La catégorie T définit la taille et / ou
I'étendue de la tumeur primaire ; la catégorie N définit I'implication des ganglions
lymphatiques régionales et la catégorie M définit la présence de métastases distantes. La
description de T, N et M selon la huitieme édition de la classification TNM du cancer
pulmonaire est clairement démontrée dans le Tableau 1 (Travis et al. 2015 ; Feng and Yang
2019).

Dans notre étude, on se focalise sur les cas de SCC qui se développe a partir de
I’épithélium bronchique pseudo-stratifié par un processus de métaplasie épidermoide, selon
la classification de I'organisation mondiale de la santé (WHO). Le SCC pulmonaire est une
tumeur épithéliale maligne avec des foyers des cellules kératinisées et/ou des ponts
intercellulaires ou une morphologie de carcinome indifférencié exprimant les marqueurs

immunohistochimiques de différenciation squameuse (Travis et al. 2015).

10
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Tableau 1 : Ladescription de T, N et M selon la huitieme édition de la classification TNM
du cancer pulmonaire (Kutob and Schneider 2019).

T: Primary tumor

™ Primary tumor cannot be assessed or tumor proven by presence of malignant cells in
sputum or bronchial washings but not visualized by imaging or brenchoscopy

TO Mo evidence of primary tumor

Tis Carcinoma in situ

T Tumor =2 cm in greatest dimension surrounded by lung or visceral pleura without

bronchoscopic evidence of invasion more proximal than the lobar bronchus (ie, not in the
main broanchus)®

Timi Minimally invasive adenocarcinoma®

Tia Tumor =1 cm in greatest dimension™
Tik Tumer =1 em but <2 cm in greatest dimension®
Tic Tumer =2 em but <3 cm in greatest dimension®
T2 Tumer =3 em but <5 cm or tumor with any of the following features® Involving main

bronchus regardless of distance from the carina but without invelvement of the carina;
invading visceral pleura; associated with atelectasis or obstructive pneumonitis that
extends to the hilar region, involving part or all of the lung

T2a Tumer =3 cm but <4 cm in greatest dimension
T2b Tumer =4 cm but <5 em in greatest dimensicon
T3 Tumer =5 cm but =7 cm in greatest dimension or associated with separate tumeor nodule(s)

in the same lobe as the primary tumor or directly invades any of the following structures:
chest wall (including the parietal pleura and superior sulcus tumors), phrenic nerve,
parietal pericardium

T4 Tumor =7 cm in greatest dimension or associated with separate tumor nodule(s) in a
different ipsilateral lobe than that of the primary tumer or invades any of the following
structures: diaphragm, mediastinum, heart, great vessels, trachea, recurrent laryngeal
nerve, esophagus, vertebral body, and carina

N: Regional lymph node invelvement

X Regional lymph nodes cannot be assessed

MO Mo regional lymph node metastasis

M1 Metastasis in ipsilateral peribronchial andfor ipsilateral hilar lymph nodes and
intrapulmonary nodes, including involvement by direct extension

N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal and/or subcarinal lymph node(s)

M3 Metastasis in contralateral mediastinal, contralateral hilar, ipsilateral or contralateral

scalene, or supraclavicular lymph node(s)
M: Distant metastasis
MO Mo distant metastasis
M1 Distant metastasis present

Mila Separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe; tumor with pleural or pericardial
nodule(s) or malignant pleural or pericardial effusion®

Mib Single extrathoracic metastasis®
Mic Multiple extrathoracic metastases in 1 or more organs

l. 2. 5. Variantes histologiques

Le cancer des poumons est souvent hétérogene sur le plan histologique avec des variations
d’apparence d’un champ microscopique a I’autre. On distingue des entités hybrides par
exemple les carcinomes adénosquameux et méme des structures typiques de différenciation
neuro-endocrine dans certaines SCCs. Pour le cancer épidermoide, on peut trouver différents
sous-types : Kkératinisant, non kératinisant, basaloide et in situ (Figures 4, 5, 6 et 7);
(Vignaud 2016 ; Lantuejoul 2016 ; Zhang et al. 2018 ; Marino et al. 2019).

11
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Figure 4 : Carcinome épidermoide in situ. a) microphotographie a faible grossissement
montrant un carcinome épidermoide in situ survenant dans une grande voie respiratoire. (b)
Microphotographie a fort grossissement montrant des cellules squameuses dysplasiques
avec des noyaux hyper-chromatiques agrandis et des nucléoles proéminents (Zhang et al.
2018).

Figure 5 : Carcinome épidermoide kératinisant. (a) Photomicrographie montrant des nids

infiltrant avec une kératinisation centrale. (b) Photomicrographie a fort grossissement
montrant un autre carcinome épidermoide dans lequel se trouvent des ponts intercellulaires
(Zhang et al. 2018).

12
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Figure 6 : Photomicrographie a fort grossissement montrant un carcinome épidermoide peu
différencié constituant des cellules tumorales infiltrant avec un cytoplasme abondant, mais
sans ponts intercellulaires ou keératinisation facilement identifiable. C'est le type de
carcinome qui pourrait étre difficile a reconnaitre comme épidermoide en se basant

uniquement sur I'histologie de routine (Zhang et al. 2018).

Figure 7 : Carcinome épidermoide basaloide (a) La microphotographie du carcinome

épidermoide basaloide montre des nids solides et anastomosés avec une palissade
périphérique. (b) Vue a fort grossissement montrant des cellules tumorales dépourvues de
kératinisation et des ponts intercellulaires. Les cellules tumorales sont relativement petites et
monomorphes, avec une chromatine hyper chromatique finement granuleuse ressemblant a

un carcinome a petites cellules (Zhang et al. 2018).
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|. 2. 6. Carcinogenése pulmonaire

l. 2. 6. 1. Chez les fumeurs

Dans le condensat des phases particulaires et gazeuses, le tabac comporte plus
de 40 carcinogenes différents comme les hydrocarbures polycycliques, les benzo-
pyrénes, les amines aromatiques, les N-nitrosamines, 1’arsenic, le polonium (Peiffer
et al. 2018).

La nicotine est la principale composante addictive du tabac, elle contribue a la
progression du cancer par l'activation des récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine
(NAChR) : des canaux ioniques a ligand membranaire. La nicotine interagit avec le
NAChHR et stimule son activation et la diaphonie avec le B-AR et I'EGFR. L'activation
des nAChR et du B-AR intervient dans la sécrétion d'EGF pour trans-activer les EGFR
(Wang and Hu 2018 ; Cheng et al. 2020 ; Sarlak et al. 2020).

Dans les cellules cancéreuses, les voies de signalisation en aval des nAChR
favorisent la résistance aux médicaments et I'anti-apoptose en activant les facteurs de
transcription, notamment STAT, NF-«xB, Jun / Fos et E2F via JAK, PI3K / PKB, RAS,
RAF et la cascade de signalisation MAPK (Hajiasgharzadeh et al. 2019).

Les nAChR mitochondriaux déclenchent les voies de signalisation de la
phosphatidyl inositol-3-kinase (P13K) et du PKB qui empéchent I'ouverture du mPTP
et la libération du cytochrome ¢ (Uspenska et al. 2018).

L’activité anti-apoptotique induite par la nicotine et la résistance aux
médicaments peuvent inclure plusieurs mécanismes impliqués dans : la surexpression
des protéines sirtuine (3/5 et 6/7), la phosphorylation du BAD et le blocage de la
translocation de BAX, conduisant au développement des cellules tumorales (Chen et
al. 2019).

La désacétylation médiée par SIRT1 de FOXO3a peut induire I'expression
d'enzymes antioxydants, y compris MnSOD et catalase qui augmentent la survie
cellulaire pendant le stress oxydatif cellulaire, (figure 4) ; (Hajiasgharzadeh et al.
2019 ; Chen et al. 2019).
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Figure 8 : voies de signalisation favorisant la tumeur par la nicotine / nAChR (Cheng et al.
2020).
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l. 2. 6. 2. Chez les non-fumeurs

Le cancer du poumon chez les non-fumeurs en tant qu'entité distincte est
la septieme cause principale de mortalité liée au cancer. Les facteurs de risque établis
comprennent la fumée secondaire, plusieurs toxines environnementales et les
prédispositions génétiques potentielles (Rivera and Wakelee 2016 ; Bhopal et al.
2019).

Parmi les risques environnementales nous avons le dioxyde d'azote (NO2).
L'exposition au NO2 peut provoquer une hypo-méthylation. L'hypo-méthylation de
I'ADN est une sorte d'altération épigénétique qui affecte I'expression des génes et
conduit au développement d'un cancer (Lamichhane et al. 2017 ; Plusquin et al.
2017).

Ainsi, par rapport aux prédispositions génétiques potentielles, la
prévalence des NSCLC dépendants des oncogénes avec des mutations d’EGFR et /
ou translocations du PKB et ROSL1 est plus élevée chez les non-fumeurs (Salehi et
al. 2020).
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I. 2. 7. Diagnostic du cancer pulmonaire

Le diagnostic de cancer du poumon s'effectue en plusieurs étapes :

Le médecin traitant interroge son patient sur les éventuels facteurs de risque et
I’examine. Les signes du cancer pulmonaire sont souvent peu spécifiques, mais ils prennent

un autre sens chez les fumeurs et les personnes ayant jamais fumé (Nasim et al. 2019).

Les principaux signes d’alerte sont : [’apparition de crachats sanguinolents «
hémoptysie », une toux persistante différente de celle que les fumeurs souffre habituellement,
la survenue des infections respiratoires récidivantes ou répondant mal au traitement, un
essoufflement anormal, une douleur dans la poitrine parfois liée a une pleurésie, une douleur
inexpliquée au niveau du cou, de 1’épaule ou du bras, un amaigrissement inexpliqué, une

fatigue ainsi qu’une altération de 1’état général (Harle et al. 2019).

Il prescrit ensuite des examens complémentaires : une radiographie du poumon et un
scanner du thorax avec contraste. Mais c’est 1’endoscopie des bronches qui confirme le
diagnostic. C’est un examen réalisé par un pneumologue, avec un fibroscope souple. Cette
fibroscopie bronchique permet de voir le cancer qui apparait comme un bourgeon ou comme
un rétrécissement a I’intérieur des bronches. Cette technique permet la réalisation de
prélévements « biopsies » qui feront I’objet d’une analyse anatomo-pathologique (Nasim et
al. 2019 ; Burks and Akulian 2020).

Quand la biopsie par la fibroscopie est impossible, I'équipe médicale peut procéder,
sous anesthésie locale, & un prélévement de la tumeur ou de liquide pleural au travers de la

paroi du thorax ou a un prélevement de ganglions (Park et al. 2020).

Le diagnostic du cancer pulmonaire ne peut étre confirmé que lors de I’analyse
anatomo-pathologique d’une biopsie de la tumeur. Cet examen permet notamment de
connaitre le type de cancer en cause (cancer a petites cellules ou non a petites cellules) et de

déterminer I'étendue de la tumeur pour définir son stade TNM ; (Ryan and Burke 2017).

Cette biopsie a pris d’autant plus d’importance que les cellules cancéreuses peuvent
exprimer des « marqueurs de surface » qui traduisent des « mutations genétiques actives »

et qui peuvent constituer des cibles par les nouvelles thérapies ciblées (Penault et al. 2016).
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l. 2.8. Traitement

Le traitement du NSCLC est spécifique au stade, les patients de stade | ou Il doivent
étre traités par résection chirurgicale entier lorsqu'ils ne sont pas contre-indiqués. Les patients
non chirurgicaux doivent étre envisagés pour une radiothérapie qui consiste a exposer la
tumeur a des rayons de haute énergie qui détruisent les cellules cancéreuses. C’est un
traitement qui peut étre utilisé seul ou associé a des traitements systémiques ou généraux
comme la chimiothérapie, les thérapies ciblées ou I’immunothérapie (Zappa and Mousa

2016 ; Reck and Rabe 2017).

La chimiothérapie consiste a administrer un ou plusieurs médicaments toxiques pour
les cellules cancéreuses. Pour traiter le cancer du poumon, parmi les principales molécules

utilisées nous avons les sels de platine, la vinorelbine et le pemetrexed (Huang et al. 2017).

Les thérapies ciblées sont des traitements médicamenteux qui utilisent de nouvelles
molécules s’attaquant plus spécifiquement aux cellules cancéreuses ou a leur environnement.
Les thérapies ciblées du SCC sont relativement pauvre par rapport a celles des non-SCC.
Cependant, au cours des dernieres années, des essais cliniques sur les inhibiteurs du point de
contréle immunitaire pour le NSCLC, y compris le SCC, ont été largement menés, qui nous
ayant apporté divers résultats déterminants applicables aux pratiques quotidiennes (Socinski
et al. 2018 ; Halliday et al. 2019).

L’immunothérapie consiste a utiliser les défenses naturelles du patient pour lutter
contre la tumeur. Le systeme immunitaire du patient est stimulé afin qu’il reconnaisse les
cellules cancéreuses et qu’il les détruise, elle est utilisée dans les formes avancées de NSCLC
et préférentiellement pour les patients fumeurs (Zappa and Mousa 2016 ; Reck and Rabe
2017).

I. 3. Implication de P63 dans le cancer pulmonaire

I. 3. 1. Biomarqueurs des cancers

L’Institut National de Santé de I’Espagne définit un biomarqueur comme une
caractéristique objectivement mesurée et évaluée comme indicateur de processus biologiques
normaux, processus pathogenes ou réponses pharmacologiques a une intervention

thérapeutique (Seijo et al. 2019).
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Un biomarqueur utile doit influencer la prise de décision clinique de maniére a
améliorer les soins aux patients, il devrait minimiser les dommages et les dépenses sans

entrainer une augmentation des decés par le cancer (Vargas and Harris 2019).

I. 3. 2. Classification immunohistochimique du cancer pulmonaire épidermoide

La sous-classification histologique des tumeurs en tant que carcinome épidermoide ou
adénocarcinome est utilisée par convention pour guider la chimiothérapie systémique pour
les patients atteints du NSCLC. La classification est souvent basée sur 1’observation des
coupes histologiques sous le microscope. Mais, celui-la peut étre difficile si on est dans les
cas ou l'apparence morphologique n'est pas adéquate pour la classification. Dans ces cas, des
colorations immunohistochimiques discriminantes (IHC) sont souvent nécessaires (figure
5) ; (Pelosi et al. 2016 ; Patil et al. 2019 ; Spinelli et al. 2019).
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Figure 9 : Biopsie pulmonaire montrant un carcinome non a petites cellules avec un profil

principalement solide qui ne montre pas une différenciation glandulaire claire ni formation
de kératine (H&E, 10X) ; (Spinelli et al. 2019).

Un algorithme basé sur les caractéristiques morphologiques et immunohistochimiques
recommande P63 pour le SCC pulmonaire, généralement il se fait en association avec d’autre
marqueur d’ADC comme le TTF1 (thyroide transcription factor) dans lequel le type de

cancer est déterminé selon les différents résultats de marquages (Zachara et al. 2015).
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Récemment, le P40, une isoforme de P63 a montré moins de sensibilité mais plus grande
specificité dans I'identification des SCC par rapport a P63 (figure 10). Affandi et al. (2018)
a déemontré que, bien que le P40 et P63 aient la méme sensibilité, le P40 polyclonale a une
spécificité plus élevée, car I'anticorps P63 peut colorer jusqu'a 37.1 % des ADCs et méme
peut donner des résultats faussement négatifs ou non contributives, ce qui entraine une

confusion dans certaines tumeurs peu différenciées (Teulier 2020).

Carcinome Non a Petites Cellules sans morphologie glandulaire, malphigienne ou neuro
endocrine en histologie standard

\ 2
+ &———— Mucines (neutres et/ou acides) —————>» =

: |

Adénocarcinome

d’architecture IHC anti TTF1 et P40
solide |
v 4 v v
TTF1+ TTF1- TTF1+ TTF1-
P40- P40- P40+ P40+
CBNEC. dont | CBNPC NOS sur la frmasn CNPC, dont le
S morphologie des e phénotype est en
phénotype est en faveur d'un .
s cellules . faveur d'un
faveur d’'un . adénocarcinome ou .
adénocarcinome (Not Otherwise d'un carcinome carcinome
Specified) adénosquameux malpighien

Figure 10 : Proposition d’arbre décisionnel pour les carcinomes broncho-pulmonaires
indifférenciés (Teulier 2020)

I. 3. 3. Description de la P63

Le géne P63 est membre de la famille des facteurs de transcription P53 / P63 / P73 et
joue un réle essentiel dans le développement et I'homéostasie de I'épithélium pavimenteux.
Le P63 et P73 ont été identifiés sur la base de similitudes structurelles dans les principaux
domaines fonctionnels de P53 : les domaines de transactivation (TAD), de liaison a I'ADN
(DBD) et d'oligomérisation (OD). Contrairement a la compréhension classique de P53, ces
nouveaux membres de la famille sont révélés d’étre constitués de plusieurs isoformes
protéiques résultant de l'utilisation d'un promoteur alternatif et de I'épissage C-terminal
(Amelio and Melino 2018 ; Hall and Muller 2019).
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Les deux membres comprennent deux sous-classes des protéines contenant des
domaines TA ou AN a l'extrémité aminé terminal. Les isoformes TAp63 contiennent un
domaine de transactivation consensus de type P53 qui peut imiter la fonction de P53 ; tandis
que les isoformes AN manquent de ce domaine et agissent comme « des négatifs dominants »
pour TAp63 / P73, ainsi que pour P53 (Chillemi et al. 2017).

Malgré l'absence d'un domaine TA, les isoformes AN de P63 peuvent reguler
positivement la transcription des génes par le biais de domaines de transactivation
supplémentaire. Egalement il est trouvé que les isoformes de P63, P73, et les isoformes de
P53 sont transcrites de maniére similaire et qu’ils sont co-exprimés avec le P53 canonique
(Wu et al. 2019 ; Cai et al. 2019).

Entre les deux sous-classes de P63, un total de dix isoformes P63 résultant de
I'épissage alternatif C-terminal ont été décrites a ce jour : TA- et AN- p63: a, B, v, 9, et €

(figure 11) ; (Galoczova et al. 2018).

TAp63e. = TADI DBD
TAp63p | TADI DBED
TAp63y | TADI DBED
TApé3s | TADI | DBD
TAp63s | TADI DBD
ANp63c. ' DED
ANp63p 1 DED
ANp63y | DBD
ANp638 ‘ DED
ANp63e | I DED

Figure 11 : Représentation schématique des isoformes P63, TAD2 : domaine d'activation de
la transcription 2, SAM : motif o stérile, TID : domaine inhibiteur de transcription.
(Galoczova et al. 2018).
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l. 3. 4. Activités des isoformes de P63

Chez I'hnomme, les mutations hétérozygotes dans TP63 provoquent plusieurs troubles du
développement qui ressemblent partiellement aux défauts de développement observés chez
les souris nulles P63. Notamment, la suppression génétique sélective des isoformes ANp63
récapitule le phénotype observé chez les souris knock-out P63 global, indiquant fortement
que ANp63 est l'isoforme P63 principale régissant la morphogenése épithéliale (Jiegiong et
al. 2018 ; Hall and Muller 2019).

Les cibles en aval des protéines P63 sont impliquées dans une variété des processus
biologiques essentiels : P63 et d'autres membres de la famille P53 partagent des cibles en aval
communes, qui leur permettant d'orchestrer pour réguler le cycle cellulaire. Comme le P53,
les isoformes TA de P63 peuvent sans aucun doute activer ces génes en aval et par conséquent
conduire a un arrét du cycle cellulaire, a la sénescence cellulaire et a lI'apoptose cellulaire
(Jiegiong et al. 2018 ; King et al. 2019).

Au contraire, les protéines ANp63 inhibent la transcription de ces génes, provoquant une
prolifération et une survie cellulaire améliorées. Cet effet des ANp63s est di au manque d'un
TAD intact qui leur permet d’antagoniser la trans-activité d'autres protéines de la famille P53
en formant des complexes inhibiteurs ou en se liant de maniere compétitive avec les cibles du
p53 (Chen et al. 2018 ; Hall and Muller 2019).

I. 3. 5. Role de la P63 dans la carcinogénese pulmonaire

A I’état normal, les isoformes ANp63 oncogénes sont équilibrés avec les TAp63, TAp73,
TAp63 et p53 qui sont des suppresseurs de tumeur. Mais en cas d'absence de p53 ou de P73
fonctionnels suffisants avec une amplification ou une perte du locus du gene P63 ¢a peut crier
une déséquilibre de cycle cellulaire conduisant a une prédisposition au cancer (Armstrong et
al. 2016).

L'une des altérations génomiques les plus courantes partagées entre le SCC du poumon,
de la téte, le cou, de l'esophage, du col de l'utérus et de la vessie est l'amplification de la
région chromosomique entre 3926 et 3928 qui comprend la P63. Ceci est associé a une
prédominance d'’ARNm pour les isoformes ANp63a par rapport aux ARNmM TAp63
(Campbell et al. 2018).
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La P63 semble étre impliquee a la fois dans le développement et la suppression tumorale :

D’une part la surexpression et la prédominance de 1’isoforme ANp63 dans le carcinome
épidermoide est essentiel pour la survie et développement tumoral. Il a également été
documenté que ANp63a peut réguler positivement la transcription de Hsp70, une protéine de
réponse au stress et un déterminant de la mort cellulaire et de la transformation cellulaire
(Linshan et al. 2017 ; Yao and Chen 2017).

Ainsi, il a été également signalé que ANp63a régule positivement les molécules

d'adhésion a la matrice cellulaire, y compris les intégrines a6, B1 et p4 (Yi et al. 2017).

Cependant, les ANp63 peuvent également trans-activer des géenes impliqués dans la
transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) ce qui favorise les métastases cancéreuses
(Bui 2018).

D’autre part, la régulation négative de I’isoforme TAp63 joue un rdle central dans la
métastase (figure 12). L'activité suppressive des tumeurs de TAp63 semble étre dépende du
contexte génétique ou du type cellulaire. La déficience en TAp63 induit la sénescence
cellulaire dans les cellules épidermiques normales et les cellules cancéreuses dérivees de
I'épithélium, mais augmente la prolifération et améliore I'oncogenése mediée par Ras dans le
contexte de la déficience en p53 in vivo (Yao and Chen 2017 ; Jiegiong et al. 2018 ; Chen
et al. 2018 ; Moses et al. 2019).

Les TAp63 suppriment les métastases cancéreuses grace a la régulation du miR-130b et
I’enzyme Dicer : une endonucléase RNase I11 qui transforme les précurseurs de miARN parmi
eux miR-130b en ARN fonctionnels qu’ils sont ensuite incorporés au complexe de silencage
induit par 'ARN (RISC) et permettre I’inactivation des oncogenes cibles (Yi et al. 2017 ; Bui
2018).

De plus, les TAp63 peuvent également activer la transcription de PERP : P53 apoptosis
Effector Related to PMP-22 pour inhiber les métastases. L’instabilité génomique et
l'augmentation des dommages a I'ADN résultant de la déficience en TAp63 induisent la

sénescence cellulaire (Mikolaskova et al. 2018 ; Patel et al. 2020).

Malgré le concept répandu de TAp63s comme des suppresseurs de tumeurs. Il est
rapporté que la protéine TAp63a. peut antagoniser les effets de p53 sur ces genes cibles dans

certains carcinomes thyroidiens (Manzella et al. 2017).
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TApﬁSs
—
/ \ Genomic stabilty

miR-130b  Other mRs

Perp, L1CAM, Cadherins,
Periostin, Desoplakin,

Par3, MMP2 et a/

p21, Puma, Bax,
Noxa, et af

Integring, Hsp70

N\

Cell proliferation and survival

Cell senescnce
EMT

Tumor formation, growth Tumer metastasis

Figure 12 : Roles de P63 dans la formation, la croissance et les métastases tumorales. Les
TAp63 agissent principalement comme des suppresseurs de tumeurs en inhibant la
prolifération cellulaire, la survie et les métastases tumorales et exercent occasionnellement
une activité oncogéne en réprimant la trans-activité de P53. Les ANp63s favorisent la
formation et la croissance de certaines tumeurs dérivées de I'épithélium gréce a une
prolifération et une survie cellulaire améliorées. En revanche, les ANp63 répriment la
métastase via l'inhibition de 'EMT. La fléche pleine signifie une régulation positive, tandis
que la fleche émoussée représente une inhibition (Chen et al. 2018).
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La visee fondamentale de notre étude était de décrire les caractéristiques
épidémiologiques de SCC et d’évaluer I’utilisation de P40 et p63 pour classer les tumeurs sans
différenciation squameuse ou glandulaire claire et avec une histologie solide / pseudo-
squamoide. Afin d’atteindre ces objectifs, des études rétrospective et prospective ont été¢ menées
sur des cas de cancers des poumons non métastatiques, confirmés histologiquement au sein du
service d’anatomie pathologique du CHU Issad Hassani de Béni-Messous. Notre investigation

s’est étalée sur une période de 09 mois allant du 1" décembre 2019 au 30 ao(t 2020.

1. 1. Matériel

I1. 1. 1. Matériel biologique

Dix blocs paraffinés de biopsie de patients atteints de cancer bronchique répertoriés et
archivés dans le laboratoire d’Anatomie pathologique du CHU Issad Hassani de Béni

Messous, ont fait I’objet de la présente ¢tude.

I1. 1. 2. Matériel non biologique

Une variété d’appareillages et de réactifs était indispensable a la réalisation de notre

étude. L’ensemble du matériel est clairement démontré dans I’annexe 1.

1. 2. Méthodes

L’étude qu’on a menée sur le cancer pulmonaire comportait deux principaux volets a

savoir, une enquéte épidémiologique rétrospective et une étude anatomopathologique.

Il. 2. 1. Etude rétrospective

L’¢étude rétrospective a porté sur 135 cas de cancer du poumon non métastatique
confirmés histologiquement durant la période entre 2016 et 2019. Plusieurs parameétres
ont été inclus dans cette étude. Ainsi, les caractéristiques épidémiologiques, cliniques,

anatomopathologiques et le suivi des patients ont été analysés par notre étude.

L’assemblage des données a été fait a partir des dossiers de patients et des
renseignements accompagnant les prélévements. Le diagnostic des cas s’est basé

principalement sur I’examen histologique.
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Il. 2. 2. Etude prospective

L’¢étude prospective menée entre Décembre 2019 et Aolt 2020 s’est basée
principalement sur I’analyse anatomopathologique de dix cas de cancer pulmonaire. La
sous-classification exacte de ces cas, entre un carcinome épidermoide ou autre, était
fondamentale pour une bonne prise en charge thérapeutique des patients. L’étude

anatomopathologique a éte faite en plusieurs étapes comme décrit ci-dessous.

Il. 2. 2. 1. Analyse macroscopique

A Dceil nu, le prélévement a été décrit, mesuré, pesé, palpé et éventuellement
schématisé ou photographié. Ensuite, des fragments de petites tailles (biopsies) ont été
mis en totalité dans une cassette plastique puis dans le formol a 10 % pour les fixer.
Pour les grosses piéces, on a sélectionné des tranches d’intérét (a des zones lésées)

suivant le protocole adapté a la pathologie.
1. 2. 2. 2. Analyse histologique

Les étapes décrites ci- dessous ont été effectuées en vue d'obtenir des coupes
histologiques colorées a partir des fragments précédemment mis en cassettes, afin de les
observer au microscope ce qui a permis donc, d’identifier des 1ésions, des tumeurs

malignes ou bénignes ou d’autres observations dans le tissue.

e Fixation : elle était indispensable pour conserver la morphologie cellulaire. Cette
étape doit étre immédiate ou au moins treés rapidement débutée apres 1’obtention
du prélevement. Toute fixation défectueuse rend 1’étude anatomopathologique
difficile voire impossible en raison de la dessiccation et/ou autolyse du tissu. Ces

derniéres ont été fixées dans le formol pendant environ 24 heures.

e Déshydratation et imprégnation : la déshydratation a été faite via remplacement
de I’eau des prélevements par l'alcool pour permettre son imprégnation dans la
paraffine. Cette phase a été effectué dans un automate Leica composé de 6 bacs
d’éthanol a ces différentes concentrations : 50°, 60°, 70°, 80°, 90°, et 100°. Passant
ensuite par du xyléne, un mélange de xyléne et paraffine et enfin par 2 bacs de la

paraffine fondue. Le cycle a une durée d’environ 14 heures.
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¢ Inclusion et mise en bloc : le moulage du prélevement a été effectué dans un bloc
de paraffine. Apres refroidissement et démoulage des blocs de paraffine, chaque

bloc était arrangé dans le microtome Leica.

e Preparation des coupes et séchage : la confection des coupes trés fines de 3 um
d'épaisseur a été faite grace a un microtome pour obtenir une seule couche de
cellules. Ces coupes s‘attachent les unes aux autres pour former un ruban.
Quelques coupes du ruban ont été etalées sur des lames propres. Les lames ont été
placées dans une étuve réglée a 42 °C pendant une nuit pour augmenter

I’adhérence des coupes sur les lames.

o Déparaffinage et réhydratation : la dissolution de la paraffine de tissu a été faite
en immergeant les lames dans des bains de xyléne pendant 5 min. Par la suite, les

coupes ont été réhydratées dans des bains d’alcool de dégrée décroissant (100°,

90-80° et 70°).

e Coloration : Apres la réhydratation. La coloration de routine, hématoxyline et
I'éosine (H&E) a été effectuée par des passages dans un bain des hématéines
pendant 3 min suivie avec deux lavages avec de 1’eau courant pendant 5 min,
chacun. Par la suite, les lames ont été mises dans un bain d’éosine pendant 1 min
puis rincés avec de ’eau courante. Les lames ont été¢ soumises ensuite a quatre
bains d’alcool croissant puis mises dans trois bains de xylénes pour
I’éclaircissement. Cette coloration dichromatique a permis donc, de colorer : les

noyaux en bleu/violet par I’hématoxyline et les cytoplasmes en rose par I’éosine.

e Montage et observation : par ’utilisation d’une résine synthétique « Eukitt »,
des lamelles tres fines ont été collées sur les lames qu’ils sont nettoyés avec le
xylene. Les lames séchées a 1’air ont €t¢ ensuite examinées au microscope optique
a différents grossissements (X40, X100 et X400) puis interprétées. A la fin, des
photos ont été prises avec un photo-microscope puis traitées par un logiciel Leica
(Asez).
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I1. 2. 2. 3. Etude immunohistochimique

Le traitement de carcinome épidermoide dépend d’une identification et d’une
classification bien assurés qu’il est souvent basé sur 1’observation des coupes avec la
coloration standard sous le microscope. Mais, celui-la peut étre difficile si on est dans
les cas ou I'apparence morphologique n'est pas adéquate pour la classification. Dans ces
cas, des colorations immunohistochimiques (IHC) sont  nécessaires.
L’immunohistochimie permet la localisation et la quantification des protéines dans les
cellules sans les détruire par la détection d'antigéne (ex : le P40 et la P63) grace a un
anticorps primaire a €épitope spécifique a I’antigéne qu’il est capturé par un anticorps
secondaire couplé a une enzyme. Le couple anticorps/enzyme réagit avec un substrat
pour donner une réaction colorée facile a visualiser au microscope (figure 13) ; (Kim
et al. 2016).

Amplification
DAB+H,0,
Brown color
0 HRP
<— Secondary antiboby
/ Polymer
Primary antibody
/ . |
| obaae

Antigen Antigen

—— =1 = ———

Figure 13 : Illustration de technique d'immunohistochimie indirect (Kim et al. 2016).

Toutes les étapes et le protocole de I’IHC ont été réalisés comme suit :

 Préparation des coupes : les blocs en paraffine déja préparée et conserver dans 1’archive
de laboratoire ont été récupérés pour réaliser des coupes histologiques de 2 a 3 um. Ces
derniers ont été étalés sur des lames silanisées. Le silane (SiH4) sur les lames permet de
fixer la coupe histologique et lui permet de réesister a la chaleur, les lames ont été ensuite

séchées, déparaffinées et réhydratées.
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+ Démasquage des sites antigéniques : malgré des qualités de conservation supérieures,

X/
L X4

sur le plan de la morphologie, les échantillons fixés dans le formol et inclus dans la
paraffine peuvent perdre une partie ou l'intégralité de leur immuno-réactivité en raison de
la formation des lisions entres les protéines qui rendent les épitopes inaccessibles pour les
anticorps. La récupération des épitopes peut &tre améliorée grace a une technique appelée
« récupération d'épitopes induite par la chaleur » (HIER). Pour appliquer cette technique
on a utilisé une solution de récupération : TRS (Target Retrieval Solution) concentré a 50
fois. Les échantillons émergés dans cette solution ont été exposés a la chaleur a 96°C

générée par un bain-marie, pendant une durée de 35 jusqu’a 40 minutes.

Refroidissement et lavage : les lames devaient étre doucement refroidis pendant 20
minutes a I’air ambiant afin d’éviter le choc thermique. Ensuite, les lames ont été lavées
avec de I’eau distillée puis avec un tampon TBS-T (tris-buffer saline solution containing
tween concentré a 20 fois, pH 7, 6). Aprés avoir coulé les derniéres gouttelettes sur les
lames, on a utilisé un stylo « Dako Pen » pour tracé un cercle hydrofuge autour des coupes
de tissus. Ce cercle fournit une barriére aux liquides tels que, les solutions d'anticorps
appliquées aux coupes, aidant ainsi a obtenir des résultats des colorations
immunohistochimiques plus uniformes et permet de réduire la quantité de réactifs. Enfin,

les lames ont été gradées dans un milieu humide noire pendant une nuit.

Inhibition des peroxydases endogenes : la peroxydase endogéne doit étre bloguée dans
I'THC pour I’empécher de réagir avec le substrat et donner des résultats faussement
positifs. L’inhibition a ¢été faite par I’ajout de H202 sur les lames, Apres une période
d’incubation de 5 minutes, les lames ont été immergées dans trois bains de tampons TBS-

T froid, pendant une durée de 5 minutes, pour chaque bain.

Immunomarquage : 100ul d’anticorps primaires (de P40 ou de P63) ont été ajoutés. Le
clone 4A4 de l'anticorps P63 utilisé dans cette étude reconnait P63 et son domaine de
trans-activation. D'autre part, le clone d'anticorps de P40 utilisé dans cette étude
(PDRO055) reconnait spécialement I'isoforme tronqué en N-terminale de la protéine P63
(ANP63) qui est démontrée comme étant plus spécifique des cellules squameuses.
Suivant, une incubation des lames a éte faite a I’ombre pendant 35 minutes dans une
température ambiante, puis un lavage des lames a été effectué avec le TBS-T trois fois,

pendant 5 minutes chacun.
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Anticorps secondaire : 1’ajout d’anticorps secondaire est suivie par une incubation
durant 15 a 30 minutes dans une température ambiante a 1’abri de la lumicre. Puis on lave

les lames avec le TBS-T trois fois pendant 5 minutes chacun.

Révélation : On a ajouté aux lames, un mélange de gouttes de chromogéne DAB (3,3-
diaminobenzidine) et 1 ml de tampon tween pendant 2 a 3 minutes a temperature
ambiante. Enfin, le ringage des lames a été ensuite réalisé avec de I’eau distillé puis bleuir

dans une solution ammoniacale (3%) puis par un deuxiéme lavage avec de 1’eau distillé.

Contre coloration : aprés la coloration immunhistochimique de I'antigene cible, une
seconde tache est souvent appliquée pour fournir un contraste avec le chromogene pour
une meilleure discrimination du signal cible. Pour cela, on a plongé les lames dans
I’hématoxyline de Mayer pendant trois minutes, puis on a rincé avec de 1’eau courant.
Ensuite, on bleuir les lames dans une solution ammoniacale et on les rince avec I’eau

distillée.

Montage et observation : les lames ont été déshydratées dans 1’alcool croissant (alcool
70 °C, alcool 90 °C, alcool absolu [x2], Xyléne [x3]) puis dans le toluéne pour
I’éclaircissement. On a monté une lamelle sur chaque lame par Eukitt et les séché dans
I’air libre. Les lames ont été examinées au microscope optique a différents grossissements
(X40, X100 et X400) puis interprétées par le medecin pathologiste qui rédige et signe un
compte rendu. Des photos ont été prises avec un photo-microscope et ensuite traitées par

un logiciel Leica (Asez).

I1. 3. Analyse statistique

25,

L'analyse des données a été réalisee a laide du logiciel SPSS version
0 (IBM Corp, Armonk, NY, Etats-Unis).
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Dans cette partie, les résultats atteints sont présentés, sous forme des tableaux, secteurs
et micrographies, interprétés et discutés selon la bibliographie.
I11. 1. Etude rétrospective

Au total 135 cas de carcinome épidermoide (SCC) ont été recensés au sein du service
d’anatomie pathologie de CHU a Béni Messous, durant la période entre le 1*" janvier 2016
et 30 décembre 2019.

I11. 1. 1. Répartition des patients selon I’année de recrutement
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21
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2016 2017 20138 2019
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Figure 14 : Répartition de cas selon I'année de recrutement.

Sur une période de quatre ans, 135 cas incidents de carcinome épidermoide ont été
diagnostiqués avec un nombre important de 69 cas (48.1 %) au cours de I’année 2019 suivis
de 39 cas (28.9 %) pendant I’année 2018, 21 cas (15.6 %) en 2016 tandis que, seulement (7.4
%) en 2017. Enfin, on dénombre une moyenne d’environ 34 cas incidents de carcinome

épidermoide par an. (Figure.14 ; tableau 3, annexe 2).
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Nos résultats etaient similaires a la plupart des données rapportées par la littérature
(Zhang et al. 2018). L’incidence du carcinome épidermoide a été importante en 2019 (69/135
cas). Cela est di probablement a la sensibilisation de la population vis-a-vis du cancer rendant
diagnostic plus rapide et plus fréquent.

I11. 1. 2. Répartition des cas par sexe

Figure 15 : Répartition des cas par sexe.

La répartition des cas par sexe montre une prédominance masculine de 116 cas (85.9
%) par rapport a 19 cas (14.1 %) notés chez les femmes. Le sex-ratio homme/femme était de
6,10 (Figure. 15 ; tableau 4, annexe 2).

La prédominance masculine a été retrouvée dans la plupart des études nationales
comme celle de Otsmane et al. (2018) et internationales (Ting et al. 2016).

Ceci s’explique probablement par la consommation excessive de tabac, un facteur de
risque important du carcinome épidermoide, chez les hommes par rapport aux femmes qui sont
moins sujettes a cette pratique (MacRosty and Rivera 2020).
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I11. 1. 3. Répartition des cas par tranche d’age
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Figure 16 : Répartition de cas par tranche d’age.

Dans notre étude, I’incidence du SCC était élevé apres 50 ans et devient encore plus
importante chez les sujets gés entre 60 et 69 ans, avec 45 cas (33.3 %). La moyenne d’age était
de 65.68 + 11.81 ans (Figure. 16 ; tableau 5 ; annexe 2).

Des résultats similaires a celle de nous ont été rapportés par Fidler et al. (2020). Dans
notre contexte, 1’affaiblissement du systéme immunitaire avec 1’age, le mode de vie et le taux
et la période de consommation de tabac peuvent expliquer la fréquence des SCC chez les sujets
agés. Cependant, I'implication de ces facteurs doit étre confirmée par des études
épidémiologiques plus poussées a la recherche d’autres facteurs environnementaux chez les

personnes &gées de moins de 50 ans.

Par ailleurs, chez les personnes agées entre 30 et 39 ans, seulement trois cas (2.2 %) ont
été collecté durant les quatre ans. Le méme résultat a été rapporté par une étude a Pologne
(Kozielski et al. 2012).

Cependant, nos résultats étaient inférieurs pour cette catégorie par rapport aux résultats
d’une autre étude, qui ont noté 10.9 % de cas pour la catégorie d’age entre 31 et 40. Nous
n'avons pas été en mesure de clarifier I'incidence du tabagisme dans cette catégorie, car le statut

de ce dernier n'est pas saisi dans les renseignements des patients, pour cela on propose de
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motiver les médecins pour enquérir les relations des malades avec des membres de famille de
1ér degré fumeurs, car toute forme d'exposition au tabagisme augmente le risque de cancer du
poumon (Liu et al. 2015 ; Nasim et al. 2019).

Néanmoins, un corpus croissant de littérature suggeére que, le NSCLC chez les non-
fumeurs présente plusieurs caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires distinctes
impliquant qu'il pourrait s'agir d'une maladie différente par rapport au NSCLC chez les fumeurs
(Bhopal et al. 2019).

I11. 1. 4. Répartition des patients selon I’age par sexe

Sexe

® 37 36 B Homme

MFremme

30

20

Nombre de cas

10

3
Lo
[30-39[ [40-49[ [50-59[ [50-69[ [7O-T9[ [B0-89[

Tranche d'age
Figure 17 : Répartition des patients selon 1’age par sexe

Selon nos résultats, 1’age moyen des hommes était plus élevé par rapport a celui des
femmes (66.04 + 13.52 ans contre 63.10 £ 9.79 ans). De plus, nos données ont montré que le
SCC survient souvent chez le sujet 4gé de plus de 60 ans pour les deux sexes.

Toutefois, la minorité des cas été enregistré chez les patient agés entre 80 et 89 ans, pour
les deux sexes. Pour ce qui est de la tranche d’age comprise entre 30 et 39 ans, seulement trois

hommes ont été enregistrés (Figure 17 ; tableau 6, annexe 2).
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Nos résultats etaient similaires a la plupart des donnees rapportées par la littérature
portant sur la prédominance masculine aprés 1’age de 50 ans chez des patients atteints de
NCSLC. En revanche, ils sont contradictoires avec la prédominance masculine avant 1’age de
50 ans (Franceschini et al. 2017 ; Ahmedin et al. 2018).

Ces resultats doivent étre confirmés par des études épidemiologiques plus poussées a la
recherche des facteurs justifiant ces constatations.

I11. 1. 5. Répartition des patients selon ’apparition des symptomes

présence des
symptomes
M non mentionnée

Figure 18 : Répartition des patients selon I'apparition des symptémes.

D’aprés nos résultats, la majorité des patients soit 63 % des cas, n'avait pas de
symptdmes bien déterminés (Figure 18 ; tableau 7, annexe 2).

Nos résultats sont contradictoires avec ceux trouvés par Nasim et al. (2019), qui ont

montré que 50 % des patients étaient symptomatiques.

Ce resultat peut étre expliqué par le dépistage précoce du cancer pulmonaire surtout
chez les patients agés de plus de 60 ans qui présentent d’autres maladies chroniques et qui

consultent les médecins plus fréquemment.
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I11. 1. 6. Répartition des patients selon les manifestations cliniques

Les principaux symptdmes qui ont caracterisé nos cas, soit 50 patients étaient : la toux
notée chez 30,3 %, une dyspnée d’effort (17,4 %), une hémoptysie (17,4 %), les douleurs
thoraciques (12.8 %), 1’asthénie (7,3 %) ainsi qu’une altération de 1’état général chez 5.5 % des

cas. (Figure. 19 ; tableau 8, annexe 2).
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Figure 19 : Répartition des patients selon les manifestations cliniques.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés dans la plupart des séries de la littérature
(Athey et al. 2018).

I11. 1. 7. Répartition des patients selon le siege de la tumeur

Dans notre série portant sur 135 cas de SCC de poumons, le siége de la tumeur le plus
fréquent était le poumon droit noté chez 57 % des cas .Nos résultats sont similaires a la plupart

des séries rapportées dans la littérature (Figure 20 ; tableau 9, annexe 2) ; (Albasri 2019).
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¥ poumon gauche
M poumon droit

Figure 20 : Répartition des patients selon le siége de la tumeur.

I11. 1. 8. Répartition de cas selon I’état de differenciation cellulaire
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Figure 21 : Répartition de cas selon 1’état de différenciation cellulaire.
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Les résultats obtenus ont montré une prédominance du SCC moyennement différencié
soit 37 % des cas. Par rapport au carcinome peu différencié noté chez 35 % des cas. Enfin, le
SCC bien différencié a été noté uniquement chez 25 % des cas. Ces pourcentages concordent
avec ceux de 1’étude menée par Albarsi (2019) ; (Figure 21 ; tableau 10, annexe 2).

I11. 1. 9. Répartition des patients selon le sous- type histologique
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Sous types histologiques

Figure 22 : Répartition des patients selon le sous- type histologique.

Une prédominance de SCC kératinisant (34.8 %) a été notée, dans notre série par
rapport, aux SCC non kératinisant (31.9 %) tandis que, seulement un cas de SCC in situ (0.7
%) a été enregistré. Ces pourcentages concordent avec ceux obtenus par I’étude de Park et al.
(2017) ; (Figure 22 ; tableau 11, annexe 2).
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I11. 1. 10. Répartition des patients selon le tabagisme
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Figure 23 : Répartition des patients selon le tabagisme.

Nos données ont démontré que la majorité des cas (soit, 19.3 %) avec facteurs de risque
bien mentionnés, était des fumeurs par rapport aux ex fumeurs qui n'ont représenté que 8,1 %.
D’autre part, seulement ,5.2 % des cas étaient non-fumeurs. La moyenne de consommation de
tabac était égale a 49.19 paquets par an. Nos résultats sont similaires a la plupart des séries
rapportées dans la littérature (Figure 23 ; tableau 12, annexe 2) ; (Bing et al. 2020).

I11. 2. Etude prospective

Les résultats d’observation des coupes histologiques et du marquage
immunhistochimique réalisé sur les 10 cas de carcinome épidermoide sont présentés sous

forme de micrographies et de tableaux.

I11. 2. 1. Etude histopathologique

Les fragments biopsiques montrent a 1’examen microscopique une mugueuse
bronchique si¢ge d’une prolifération épithéliale maligne de nature épithéliale faite de
massifs de cellules polygonales a cytoplasme abondant éosinophile. Le noyau est hyper

chromatique fortement atypique, siege de mitose atypique.
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a:noyau ;b : cytoplasme.

Figure 24: Coupe histologique d’un patient atteint de carcinome épidermoide, travées de
cellules tumorales (fleche ) dans un stroma fibro-inflammatoire. Coloration H&E; Gr: x40
(A); x100 (B); x400 (C).
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I11. 2. 2. Etude immunohistochimique

Dix cas de carcinome épidermoide ont bénéfici¢ d’un marquage avec le P40 et
P63. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de figures et de tableaux, comme
décrit ci-dessous :

Tableau 2 : Résultats de marquage immunohistochimique avec le P40 et le P63.

Résultat de marquage avec  Résultats de marquage

Numéro de cas le P40 avec le P63
1 - positif négatif
2 positif négatif
3 positif positif
4 positif positif
5 positif positif
6 positif positif
7 positif positif
8 positif positif
9 positif positif
10 positif positif

Tous les 10 cas de SCC étaient P40 positif (100 %). Nous avons détecté un marquage
de P63 positif dans 08 cas (80 %) de SCC (tableau 2).
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Figure 25 : Immunomarquage positif de P40 dans un cas de carcinome épidermoide
pulmonaire, marquage nucléaire intense diffus de toutes les cellules tumorales Gr. : x40 (A) ;
x100 (B) ; x400 (C).
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Figure 26 : Immunomarquage positif de P63 dans un cas de carcinome épidermoide
pulmonaire, marquage nucléaire intense diffus des cellules tumorales . Gr. : x40 (A) ; x100
(B) ; : x400 (C).

Figure 27 : Immunomarquage positif de P63 et P40 dans un cas de carcinome épidermoide

pulmonaire. Marquage intense diffus des cellules tumorales avec marquage de 1’épithélium de

surface (témoin) (fleche). Gr. : x40 (A) ; x400 (B).
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Figure 28 : Carcinome épidermoide. Immunomarquage négatif de P63. Gr. : x400.

Morphologiquement, le SCC est reconnu par la kératinisation, les perles de kératine et
les ponts intercellulaires. Cependant, sa distinction peut étre difficile, en particulier dans les
tumeurs peu différenciées. Dans de tels cas, des marqueurs immunohistochimiques sont

recommandées pour un sous-typage histologique précis (Zheng 2016 ; Suarez et al. 2017).

A ce jour, le WHO recommande que les cas soient classés en NSCLC, en faveur d’un
adénocarcinome lorsqu'ils sont positifs pour un marqueur d’ADC (TTF1 ou mucine) avec un
marqueur squameux négatif (P63 ou P40). Inversement, les cas présentant une coloration
diffuse au moins modérée pour un marqueur épidermoide et un marqueur d'adénocarcinome
négatif doivent étre classés comme NSCLC, favorisant le carcinome épidermoide (Travis et
al. 2015).

Bien que la plupart des tumeurs pulmonaires puissent étre classées avec précision par le
co-marquage de TTF1 et P63, un petit pourcentage de cas présentent des schémas de coloration
chevauchant (TTF1 + / P63 +) ou des résultats non déterminants (TTF1 - / P63 + faible),
entrainant ainsi, une mauvaise interprétation et un diagnostic incorrect. La réactivité fréquente

de P63, en particulier dans les adénocarcinomes et les lymphomes, est un défi important dans
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le diagnostic de cancer du poumon (Vidarsdottir et al. 2018 ; Del et al. 2018 ; Wan et al.
2019).

Dans les études menées sur des biopsies, un immunomarquage négatif de P63 a été noté
chez 4/51 cas soit 7.27 %. De plus, ce méme résultat a caractérisé 36/569 des cas soit 6 %, selon
I’étude de Riegsmann et al. (2019). D’autres travaux ont démontré un immunomarquage
négatif de P63 chez 5/35 des cas (14.2 %). Sur la base des données de la littérature, le P40 a
démontré une positivité chez 15/15 cas soit 100 % des patients, démontrant ainsi, sa fiabilité

pour le diagnostic du carcinome épidermoide (Affandi et al. 2018 ; Jing et al. 2020).

Notre étude a ét¢ menée pour explorer I’expression immunohistochimique de P40 et
P63 dans des biopsies de carcinomes épidermoides pulmonaires. Les résultats de notre étude
étaient conformes aux rapports précédents qui ont soulignées que le P40 était plus spécifique

que l'anticorps P63 standard pour le diagnostic de carcinome épidermoide du poumon.

Cependant, les résultats de notre étude sont contradictoires a ceux obtenus par Mawas
et al. (2018) qui ont noté un marquage positif de la P63 chez 100 % des patients (56/56 cas) et
un pourcentage de 98.2 % (55/56) pour la P40.

Par ailleurs, 1’étude de Alexander et al. (2017) et de Siddiqui (2017) sont montrés un
marquage positif équivalent pour les deux marqueurs a 100 % et 92 % des cas (31 cas et 33/36
cas) respectivement. Alors que, Kadota et al. (2015) ont reclassé 31 cas (6,5%) de tumeurs
pulmonaires initialement diagnostiquées comme carcinomes épidermoides dans d'autres sous-
types histologiques sur la base d'une coloration P40 négatif. Parmi 04 biopsies de SCC,
Nakajima et al. (2019) ont trouvé 03 échantillons négatifs pour le P40.

En ce qui concerne la co-expression de TTF1 et P40, des travaux ont décrit 03 cas
inhabituels de NSCLC avec co-expression de TTF1 et P40 dans les mémes cellules. Ce qui en
effet, augmente I’incertitude vers la fiabilité de le P40 pour la distinction des SCC, suggérant
ainsi une nouvelle entité potentielle a considérer (Giuseppe et al. 2015 ; Takuo et al. 2018 ;
Spinelli et al. 2019).

En raison de I'hétérogenéité histologique des cancers pulmonaires, d’autres travaux sur
un échantillon représentatif des cas mal différenciés sont fortement recommandés afin de
déterminer la sensibilité et la spécificité des marqueurs P63 et P40 dans la définition des sous-

types de NSCLC. Une approche en trois volets via l'utilisation de P63, P40 et TTF1 dans les
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cas de carcinome avec une différenciation tumorale complexe va aider certainement a atteindre

un diagnostic spécifique (Travis et al. 2013).

Mis a part, la taille de I’échantillon, les différences dans les variables pré analytiques et
analytiques, y compris le type d'anticorps, peuvent influencer les résultats obtenus. En effet,
nos résultats different de ceux obtenus par Mawas et al. (2018) qui ont utilisé des anticorps
monoclonaux de type BC28 pour le P40 et DAK-p63 pour le P63. Toutefois, nos résultats sont
similaires a ceux trouvés par Alexander et al. (2017) qui ont utilisé des anticorps polyclonals
de P40 de type EMD Millipore et un anticorps monoclonal de P63 de type 4A4 similaires a

celui utilisés dans notre étude.
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Le travail mené nous a permis de démontrer I’importance de P40 et P63 dans la

caractérisation histologique des carcinomes epidermoides pulmonaires.

A travers notre étude portant sur 135 cas de carcinomes épidermoides pulmonaires, on

a pu mettre en évidence les informations suivantes :

e L’augmentation de I’incidence de carcinome épidermoides aux cours de ces derniéres
anneées.

e Une prédominance masculine chez toutes les catégories d’ages.

e Une prédominance des patients asymptomatiques (37 %).

e Une prédominance de la toux chez 30.3 % des cas, comme principale manifestation
clinique.

e Une prédominance de la localisation tumorale dans le poumon droit (57 %) par rapport
au poumon gauche (43 %).

e Une prédominance des SCC moyennement différenciés (37 %) par rapport a la forme
peu différenciée (35.6 %) et bien différenciée (25.9 %).

e Une prédominance des SCC kératinisants (37 %) par rapport au non kératinisants (31.9
%) et in situ (0.7 %).

e Une prédominance des patients fumeurs (37 %) par rapport aux ex fumeurs (8.1 %) et

non-fumeurs (5.2 %).

L’application du marquage immunhistochimique de P40 et P63 sur 10 cas a montré que
tous les 10 cas de SCC étaient P40 positifs (100 %) tandis que, le marquage de P63 a été positif
chez (80 %) des cas. Ces résultats révélent fiabilité de P40 dans la distinction de SCC

pulmonaire par rapport au P63 et son implication dans le processus oncogéenique du SCC.

L’une des limites de notre étude était la taille trés réduite de notre échantillon ainsi que
I’insuffisance des données cliniques et épidémiologiques sur les patients. Sur ce, s’il y aura
une continuité a ce travail, il serait trés intéressant d’élargir notre étude aux autres CHU et de
travailler sur un échantillon plus important, pour une bonne évaluation de I’efficacité

diagnostique de ces deux marqueurs vis-a-vis des cancers pulmonaires. De plus, il serait



souhaitable, d’investiguer I’expression de marqueurs plus récents et de comparer leur

specificité et fiabilité par rapport aux P63 et P40.
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ANNEXES




Annexe 1

Réception et enregistrement

A leurs arrivées, les pieces opératoires sont remises au laboratoire d’anatomo-
pathologie, ou elles regoivent un numéro d’enregistrement et une fiche comprenant les

informations cliniques des patients.

L’archives du blocs de laboratoire Des blocs en paraffine

e

Examen macroscopique

L’examen macroscopique, partie essentielle de 1’étude, ou la piéce opératoire sera
examinée, mesurée, pesée, palpée puis disséquée par le pathologiste afin d’étudier les
caractéristiques du foyer tumoral (organisation, forme, couleur, présence d’hémorragie) et
permet par la suite de sélectionner les zones a prélever pour 1’étude microscopique. Les

fragments sélectionnés sont ensuite miss dans des cassettes.
Matériel et appareillage
o Chambre humide.
o Cassettes d’inclusion en plastique.
o Micropipettes réglables avec cones adaptables.
o Porte lames.
o Buvard.
o Minuterie.
o Bacs et paniers a coloration.

o Lames d’étalement en verre/ Lamelles.
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o Lames silanisées (Dako, S2024).

o Graveur (diamantin).

o Stylo délimitant : Dako Pen (S2002).
o Microtome (Leica, Model RM 2125).
o Plaque chauffante (Leica).

o Etuve SakuraTj.

o Bain marie.

o Eukitt FSC2.

o Microscope photonique Leica RM 2235.

o Logiciels électroniques : SPSS, Excel, Asez, (Leica).

Réactifs utilisés

® Peroxyde d’hydrogéne H20- (réf. S2023).
e Hématoxyline, Eosine En Vision (réef.SM806).
e Solution TRS EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (x50) (réf.DM828).

e Tampon de lavage EnVision™ FLEX TBS-T (tris-buffer saline solution containing tween)
(x20) (DM831) (réf. K8007).

e Diagnistic BioSystems P40 Rabbit Polyclonal Antibodie (réf.PDR055).
e Dako FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human P63 Protein (réf.IR662).
e Le réactif de détection Dako EnVision™ FLEX/HRP (réf.SM802).

e |e systétme du substrat contenu dans le kit est formé de deux composants : le produit
EnVision"™ FLEX DAB + chromogéne (réf.DM827).

e Tompon du substrat EnVision™ FLEX (réf.SM803).
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Ammoniaque.

Fixateur formaldéhyde a 10 %.

Ethanol a 50° ,60° ,70° ,80° ,90 % et 100 %.
Paraffine liquide.

Eau distille et eau du robinet.

Xyléne.

Mode opératoire de la coloration (HE)

Les lames utilisées sont en verre, on y inscrit le matricule du patient ainsi que la coloration

utilisée ici est la coloration a I’hématéine éosine, pour cette coloration on suivra les étapes

suivantes :

Disposer les lames sur une plaque chauffante a 60°C et recouvrir leurs surfaces d’eau
distillée.

Déparaffiner les échantillons dans un bain de xylene pendant 10 minutes pour que les
colorants puissent y pénétrer.

La réhydratation se fait par passage dans un bain d’éthanol décroissant 100 %, 90 %
ensuite 70 % pendant 10 minutes puis on réhydrate a 1’eau du robinet.

Immerger les coupes dans un bac remplie d’hématéine pendant 10 minutes ce qui va

colorer en bleu violacé les structures basophiles (noyau cellulaire).

Rincer a I’eau courante.

La deuxieme coloration se fait a 1’éosine, qui va colorer en rose les structures

acidophiles (cytoplasme cellulaire).
Rincer a I’eau courante.

L’étape suivante est le montage, qui consiste a fixer une lamelle sur une lame (lame en
verre pour la coloration HE) sur les coupes histologiques apres coloration Cette étape
permet la :

o Protection mécanique des coupes.

67



Annexe 1

o Protection chimique des colorants.

e Secher les lames puis observer au microscope photonique équipé d’un appareil

photographique.
Mode opératoire d’immunohistochimie
Les lames silanisées sont marquées a 1’aide d’un crayon du matricule du sujet ainsi que
de I’anti corps (P40 ou P63). On suit les étapes suivantes :
e Disposer les lames sur une plaque chauffante et recouvrir leurs surfaces d’eau distillée.

e Réalisation de coupe histologique a partir des blocs de paraffine, de 3um de

d’épaisseur a I’aide du microtome.
e Lesprélevements sont étalés sur des lames silanisées sur une plaque chauffante a 40°C.
e Les lames sont incubées pendant une nuit dans une étuve a 50°C.

e On peut déparaffiner par 3 bain de toluene de 5 minutes ensuite on lave a 1’éthanol

décroissant 100 %, 95 %, 70 % pendant 5 minutes et on lave sous 1’eau de robinet.
® Rincer a I’cau distillé.

e e démasquage se fait par bain marie 35 a 40 minutes entre 97 a 98° dans une solution

de démasquage TRS (Target Retrieval Solution).

e Laisse refroidir 20 minutes puis on lave avec I’eau distillée et on les met dans un bain

de tampon TBS-T (tris-buffer saline solution containing tween x20, PH7, 6).
e Déposer les lames sur un plateau et entourer les coupes du Dako Pen.

e Recouvrir d’H20; pendant 5 minutes (incuber) puis plongées dans 3 bains de tampon
TBS-T froid pendant 5 minutes.

® Ajouter I’anti corps primaire (P40 ou P63) a I’aide d’une micropipette

e [ncubation a 30-60 minutes a temperature ambiante.
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e [avage au BS-T 3 fois pendant 5 minutes.

e Ajouter I’anti corps secondaire (non spécifique) et incuber pendant 30-60 minutes, a
température ambiante et laver 3 fois pendant 5 minutes au TBS-T.

e Onrévele la technique avec une solution de chromogéne DAB (3,3 diaminobenzidine)
dont on ajoute 1 goute dans 1 ml de tampon et lavage a I’eau distillée.

e Contre coloration a I’Hématoxyline pendant 2 a 3 minutes, rincer a I’eau courante.

® Immerger les lames dans un bac d’eau ammoniaquée et laver a 1’eau distillée.

e Montage, séchage et observation au microscope photonique.

Réactifs

Peroxyde d’hydrogene H2O (réf. S2023).

Hématoxyline, Eosine En Vision
(réf.SM806).

Eau
oxygénee

B

Diagnistic BioSystems P40 Rabbit
Polyclonal Antibodie (réf.PDR055).

Dako FLEX Monoclonal mouse Anti-
Human P63 Protein (réf.IR662).
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Fixateur formaldéhyde a 10 %. Paraffine liquide

Les appareilles

Chambre humide Lames silanisées (Dako, S2024).
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Lames et lamelles

Stylo délimitant : Dako Pen (S2002).

Microtome (Leica, Model RM 2125).

Bain marie

Microscope Leica
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Appareil de mis en bloc Leica + blocs

[AErenEGT 1no
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Annexe 2

Tableau 3 : Répartition du nombre des patients selon I'année de recrutement.

Fréquence Pourcentage (%)
L’année de 2016 21 15,6
recrutement : 2017 10 7,4
2018 39 28,9
2019 65 48,1
Total 135 100,0
La moyenne 34

Tableau 4 : Répartition des patients par sexe.

Fréquence Pourcentage (%)
Le sexe : Homme 116 85,9
Femme 19 141
Total 135 100,0

Tableau 5 : Répartition des patients par tranche d’age.

Fréquence Pourcentage (%)

Tranche d’age : [30-39[ 3 2,2

[40-49[ 7 5,2

[50-59] 26 19,3

[60-69] 45 33,3

[70-79] 39 28,9

[80-89[ 15 11,1

Total 135 100,0

La moyenne : 65.68

La déviation standard : +11.81
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Tableau 6 : Répartition des patients selon 1’age par sexe.

Sexe Sex-
Homme Femme | ratio
Tranche d'age [30-39[ 3 0
[40-49[ 6 1
[50-59[ 20 6
[60-69[ 37 8
[70-79[ 36 3
[80-89[ 14 1
Total 116 19 6.10
La moyenne 65.04 63.10
La déviation standard +13.52 +9.79

Tableau 7 : Répartition des patients selon I'apparition des symptémes.

Fréquence Pourcentage (%)
Présentation Présence des symptomes 50 37,0
clinique : :
Non mentionnée 85 63,0
Total 135 100,0
Tableau 8 : Répartition des patients selon les manifestations cliniques.
Les symptémes Fréquence Pourcentage (%)
Taux 33 30,3 %
Douleurs thoraciques 14 12,8 %
Asthénie 8 7,3%
Dyspnée d'effort 19 17,4 %
Hémoptysie 19 17,4 %
Amaigrissement 10 9,2%
Altération de I’état générale 6 5,5%
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Total 100,0%

Tableau 9 : Répartition des patients selon le siege de la tumeur.

Fréquence Pourcentage (%)
Le siege : Poumon gauche 58 43,0
Poumon droit 77 57,0
Total 135 100,0

Tableau 10 : Répartirent des patients selon 1’état de différenciation cellulaire.

Fréquence Pourcentage (%)
Le grade de Peu différencié 48 35,6
différenciation : Bien différencié 35 25,9
Moyennement différencié 50 37,0
Non mentionnée 2 1,5
Total 135 100,0

Tableau 11 : Répartition des patients selon le sous type histologique.

Fréquence Pourcentage (%)
Le sous type in situ 1 0,7
histologique : Kératinisant 47 34,8
Non kératinisant 43 31,9
Non mentionnée 44 32,6
Total 135 100,0

Tableau 12 : Répartition des patients selon le tabagisme.

Fréquence Pourcentage (%)
Le tabagisme : Fumeur 26 19,3
Non-fumeur 7 5,2
Ex fumeur 11 8,1
Non mentionnée 91 67,4

75



Annexe 2

Total 135 100,0
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