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Résumeé

Le cancer broncho-pulmonaire est le cancer le plus fréquent dans le monde, il constitue un
probléme majeur de santé publique par sa mortalité élevée. Généralement, il est diagnostiqué
au stade localement avance et métastatique car, il reste longtemps asymptomatique, on
distingue 2 types de cancer bronchique a petit cellule et la catégorie non a petit cellule (CNPC)
constituée majoritairement par l’adénocarcinome, représente environ 80% des cancers
pulmonaires caractérisée par un profil mutationnel marqué, entre autres, par I’altération du gene
EGFR qu’est une protéine transmembranaire fréquemment surexprimée etactivée de maniere
aberrante, justifiant ainsi le développement de thérapies ciblées, notamment, les inhibiteurs de
tyrosine kinase du récepteur de facteur de croissance épidermique (ITK d’EGFR). Un
diagnostic moléculaire est crucial afin de pouvoir initier une thérapie ciblée.

Cette étude prospective et rétrospective de 1’aspect anatomopathologique et moléculaire de
cancer broncho-pulmonaire, effectué au service d’anatomie et de cytologie pathologique a
CHU ISSAD HASSANI BENI MESSOUS, qui vise a étudier le profil mutationnel de ’EGFR
présente chez 19 patients atteints de 1’adénocarcinome bronchique dont 8 sont de sexe féminin
(42%) et 11 de sexe masculin (58%), Les mutations ponctuelles des exons 18 & 20 du gene
EGFR ont été recherchées, par PCR en temps réel utilisant le logiciel Idylla.

Les caractéristiques démographiques de la cohorte ont été déterminées. L’age de cette série
depatients varie entre 45 et 80 ans, avec un age moyen de 63.64 ans et une prédominance
masculine avec un sexe ratio de 1.37 H/F.

Nous avons trouvé 7 cas négatifs et 3 non concluants et 9 cas positifs qui incluant les mutations
suivantes : une double mutation rare exon 18 (G719A/C/S) avec I'exon 20 (S768l),des délétions
de I'exon 19, insertions de I'exon 20 et mutation(G719A/C/S) de 1’exon 18 . ils recevront un
traitement de type ITK par voie intraveineuse. les résultats ci-dessus dans notre études, étaient
limités par le nombre des patients étudié et la région. Nous discutons notre casavec d'autres
rapports de cas de la littérature.

Dans ce travail du fin d’études, nous avons analysé le statut mutationnel d’’EGFR dans
I’adénocarcinome, qui permis d’identifier les mutations d’EGFR, et ce, dans le but d’apporter
le traitement le plus approprié et ciblé pour contrdler la voie de signalisation d’EGFR impliquée
dans le processus de canceérisation dans le cancer du poumon.

Comprendre et rechercher les altérations moléculaires ainsi que détecté la mutation EGFR
de résistance T790M dans I'exon 20 est une priorité élevée, ainsi savoir diminuer la toxicité
desITK’s, Tout pour I’espoir d’augmenter considérablement les taux de guérison du cancer du
poumon.

Mots clés : Adénocarcinome pulmonaire ; Thérapie moléculaire ciblée, EGFR . Cancer bronchique a non-petite
cellules.



Abstract

Bronchopulmonary cancer is the most common cancer in the world; it constitutes a major
public health problem due to its high mortality. Generally, it is diagnosed at the locally
advanced and metastatic stage because it remains asymptomatic for a long time, there are 2
types of small cell lung cancer and the non-small cell category (CNPC) consisting mainly of
adenocarcinoma, represents approximately 80% of lung cancers characterized by a mutational
profile marked, among other things, by the alteration of the EGFR gene which is a
transmembrane protein frequently overexpressed and activated in an aberrant way, thus
justifying the development of targeted therapies, in particular, tyrosine kinase inhibitors of the
receptor epidermal growth factor (EGFR ITK). A molecular diagnosis is crucial in order to be
able to initiate a targeted therapy.

This retrospective and prospective study of the anatomopathological and molecular aspect of
bronchopulmonary cancer, carried out in the anatomy and pathological cytology department at
CHU ISSAD HASSANI BENI MESSOUS, which aims to study the mutational profile of
EGFR present in 19 patients with bronchial adenocarcinoma, 8 of which are female (42%) and
11 male (58%). Point mutations in exons 18 to 20 of the EGFR gene were screened for byreal-
time PCR using Idylla software.

The demographic characteristics of the cohort were determined. The age of this series
ofpatients varies between 45 and 80 years, with an average age of 63.64 years and a male
predominance with a sex ratio of 1.37 M/F.

We foundn7 negative cases and 3 inconclusive and 9 positive cases which included the
following mutations: a rare exon 18 (G719A/C/S) double mutation with exon 20 (S7681), exon
19 deletions, insertions of exon 20 and mutation (G719A/C/S) of exon 18, they will receive
ITK-type treatment intravenously, The above results in our studies were limited by thenumber
of patients studied and the region. We discuss our case with other case reports from the
literature.

In this end-of-study work, we analyzed the mutation status of EGFR in adenocarcinoma,
which made it possible to identify EGFR mutations, in order to provide the most appropriate
treatment and targeted to control the EGFR signaling pathway involved in the carcinogenic
process in lung cancer.

Understanding and researching molecular alterations as well as detecting the resistance EGFR
mutation T790M in exon 20 is a high priority, thus knowing how to decrease the toxicity of
TKI's, all for the hope of considerably increasing the cure rates of lung cancer.

Keywords: Pulmonary adenocarcinoma; Targeted molecular therapy, EGFR. Non-small
cell lung cancer.
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Introduction

Introduction

Le cancer bronchique constitue un probléme majeur de santé par sa fréquence et sa mortalité
élevée, et présente un probléeme de santé majeur dans le monde et en Algérie. Le risque de ce
cancer differe selon I'age, I'intensité du tabagisme et sa durée, qui reste la principale cause de
cette maladie, cependant il peut aussi survenir chez des patients non-fumeur, le type
histologique le plus répondu est 1I’adénocarcinome ou la mutation d’EGFR est la plus démontrée

chez des patient non-fumeurs avec un taux de 15%.!

Parmi les facteurs incriminés dans les mécanismes de cancérogenése, le récepteur de facteurs
de croissance épidermique (EGFR) au niveau de la surface des cellules tumorales et leur role
consiste a envoyer un signal de croissance au noyau de la cellule et qui se trouve surexprimé

dans I'ensemble des carcinomes bronchiques non a petites cellules (CBNPC). ®

Les cellules tumorales porteuses de mutations de I’EGFR sont trés sensibles aux traitements
anticancéreux appelés « Thérapies ciblées » ou « Inhibiteurs de la tyrosine kinase de ’EGFR
».2 11 est important d’identifier les mutations de ’EGFR pour proposer le traitement le plus
approprié selon le statut mutationnel de la tumeur, le médecin proposera une prise en charge

adapteée.

Dans le cadre de notre projet de fin d’études nous avons effectué une étude rétrospective

concernant 19 patients atteints d’adénocarcinome bronchique avec mutation de I’EGFR.

L’objectif de ce travail ¢était de Rapporter, Analyser et discuter les données
épidémiologiques, histologique, immunohistochimique et moléculaire relative a la cohorte
étudiée.

Etudier la distribution des mutations de I’EGFR d’une série de 19 patients et montrer I’ intérét

thérapeutique d’ITK d’EGFR.
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Chapitre I : Géneéralités

Chapitre | Généralités

1. Cancer de poumon

1.1. Définition du cancer de poumon

Le cancer du poumon, appelé également "cancer bronchique™ ou "cancer broncho-
pulmonaire”, est une tumeur maligne développée a partir des cellules de revétement des
bronches, des bronchioles ou des alvéoles pulmonaires.* Et se développe lorsqu'un groupe de
cellules anormales commence a se multiplier et a former des bosses appelées tumeurs. Le cancer

du poumon peut également se propager vers d'autres parties du corps (figure 1).

CLLLCLLLEELLELS

8

1 J
0| (e

SR

WZiAN

poumons en bonne santé début de cancer cancer avancé

Figure 1. Evolution du cancer des poumons.*

1.2. Métastase du cancer bronchique

Le cancer qui prend naissance dans les poumons est différent porte le nom de cancer primitif
du poumon, les métastases entrainent finalement des symptémes qui varient selon la

topographie.* Si le cancer du poumon se propage, au dépend des organes suivants: 2

Tableau 1. La localisation préférentielle des métastases en fonction des tumeurs primitives. 2

Localisation préférentielle des  Mlétastases en Fonction des tumeurs primitives :
Tumeur primitive Fréquence métastatique
Cancer broncho-pulmonaire Foie : entraine des douleurs, des nausées, une satiété précoce et, au stade

ultime, une insuffisance hépatique.

Encéphale : métastases cérébrales peuvent étre la 1ere manifestation
clinique du carcinome cause de troubles du comportement, confusion
mentale, aphasie, convulsions, parésies ou paralysies. nausées et
vomissements et. au stade ultime. le coma et 1a mort.

Os, peau

Glandes surrénales, Ganglions lymphatiques 2 intérieur et La membrane
autour du poumon et du thorax et autour de la Clavicule, paroi thoracique.
trachée.

Diaphragme. Colonne vertébrale, Autre poumon, (Esophage et Coeur.

2
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2. Epidémiologie
A P’origine de prés de 10 millions de décés en 2020, le cancer est I’une des principales causes
de mortalité dans le monde. Le cancer du poumon était un des cancers le plus courants en termes
de nombre de cas recensés se classant en deuxieme place en terme d’incidence (2,21 millions de
cas) et le premier en termes de décés (1,80 million).% Selon I'OMS, le registre algérien des cancers
indique un nombre de 4 774 nouveaux cas de cancer broncho pulmonaire ce qui représente (8,2%)
des nouveaux cas en 2020 pour les deux sexes et tous ages confondus et 4 159 (15,2%) cas de sexe

masculin.*

Tableau 2. Incidence, mortalité et prévalence selon le siége du cancer en 2020 en Algérie.*

nouveaux cas morts Prévalence sur 5 ans
Cancer ~ Number Rank (%  Cumrisk  Number Rank (%)  Cumrisk  Number  Prop, per 100000)
Breast 1215% 1 U5 SR 4118 1 0 1% 8% mna
g M 2 Wl em 1 om m s 1
(oion 38N 3 65 1% 1 3 06 0% 9263 N
Prostate 359 i 8 18 1635 (1) 019 1258 %57
Bladder 30 § 5 09 1881 5 8 04 888 012
Rectum 1505 § A on 130 § 4 03 664 1552
Stomach 13% 1 4l 068 1%7 4 59 0% 34 1%
Thyroid i § 3 051 M B 0% 007 AD) 169
colorectam q T
poumon fi _i?
prostate m [
vessie o [
estomac & -==
thyroid u [
col de1'wtérus . . . I-T": . .
g 0 0 0 H H &
ASR (World) per 100 000

Figure 2. Diagramme Taux d'incidence normalisés selon I'age (monde) par sexe, 10 principaux cancers en 2020
en Algérie. 4
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Mortaty

sein 1]

prostate

colorectum

poumon

col de l'utérus
vessie
estomac
thyroide

ovaire

Ivmphome non
hodgkinien

Figure 3. Diagramme du Taux d'incidence et de mortalité normalisés selon I'age (monde),des 10 principaux
cancers en2020 4.

3. Les facteurs de risque du cancer broncho-pulmonaire

3.1. Tabagisme active

Les symptémes du cancer du poumon se manifesteront & mesure que la maladie progresse.

Le tabagisme est considéré comme le facteur de risque majeur et le mieux établi de cancer du
poumon. Le risque relatif de développement de ce dernier chez un fumeur de longue date

comparé avec un jamais-fumeur est estimée a 10 a 30 fois.®
3.2. Tabagisme passif

Ces derniéres années on a observé un nombre croissant de cancers pulmonaires survenant
chez les non-fumeurs, qui se défini comme des personnes ayant fumé moins de 100 cigarettes
au cours de leur vie. Ce groupe comprend 15 % a 25 % de la population atteinte de cancer du
poumon, avec 300 000 déces survenant chaque année. Ce sous-ensemble de patients atteints
d'un cancer du poumon est plus susceptible d'étre des femmes, ou le sous-types histologiques

le plus fréquemment retrouver est 1’adénocarcinome.®
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3.3. Autres facteurs

De plus, bien gu'il soit établi que le tabagisme est la principale cause du cancer de poumon
;la pollution de I'air, I'exposition environnementale, les mutations et les polymorphismes mono
nucléotidiques, I'exposition au radon, les risques professionnels, la fumée de combustible
domestique (biomasse) et les maladies inflammatoires sont connus pour étre associés aux

développements cancer de ce dernier. ’

En outre une mauvaise alimentation, la consommation d'alcool, la consommation de cannabis
, les cestrogénes, les infections par le virus du papillome humain (VPH), le VIH sont suggérés
comme étant liés a la carcinogenése du poumon, mais des preuves claires pour déterminer leur
relation ne sont pas disponibles (figure 4).”

les symptomes facteurs de risque

: fumeur
toux persistante

tousser du sang la fumée secondaire

|

la pollution
de I'air

les maladies
pulmonaires

&

| exposition aux

erte d'appéti
P PP y produits chimiques

essoufflement hérédité

m_2 |
fatigue "
9

Figure 4. Quelgques symptomes et facteurs de risque causant le NSCLC chez I'homme.8

&/

exposition au radon

Le cancer du poumon non-fumeur est différent du cancer du poumon fumeur® :

e Habituellement, les patients atteints de cancer du poumon qui fument développent un
cancer dans les cellules épithéliales squameuses, qui sont les zones les plus proches du
centre des poumons.

Cependant, les non-fumeurs atteints d'un cancer du poumon développent un cancer au
centre des poumons et a la périphérie des poumons, loin des bronches.
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4. Classification histologique

Le cancer du poumon est classé en 2 catégories principales :

» Cancer du poumon a petites cellules, environ 15% des cas.

» Cancer du poumon non a petites cellules, environ 85% des cas

4.1. Le cancer du poumon a petites cellules (CBPC)

Qui se differencie des autres types de cancer du poumon par son origine neuroendocrine, un
taux de doublement trés rapide, pouvoir métastatique tres important, grande sensibilité a la
radiothérapie et a la chimiothérapie. Se croit rapidement et se propage souvent a d'autres parties

du corps-ce cancer est li¢ au tabagisme et est rarement diagnostiqué chez les non- fumeurs.*®
4.2. Cancer du poumon non a petites cellules (CBNPC)

Dérivent des cellules souches épithéliales de la muqueuse broncho-pulmonaire, est le type
de cancer de poumon le plus répandu et qui se développe lentement. Le CNPC, est une catégorie
constituée majoritairement par I’adénocarcinome. Lors du diagnostic, environ 70% des
patients présentent une maladie localement avancée et/ou metastatique et ne sont pas

opérables, on les classe comme suit 1 :

2 la croissance
34 rapide

3 commence

A dans la lésion
¥ périphérique

Adénocarcinome

le type le plus courant
commence dans les

régions externes des
poumons croissance

. . |
tardifs croissance|

rapide ;
4 commence dans

o les bords

)\

Carcinome
) = épidermoide
31 les premiers NSCLC
symptémes
' commencent

@ ' dans les
N bronches J/

Figure 5. Un graphique circulaire représentant la classification du cancer du poumon ainsi que les
caractéristiques, I'origine et I'nistopathologie de chaque type.®
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La plupart des cancers du poumon sont des carcinomes, en générale ils se développent a

partir de 1’épithélium bronchique des voies respiratoires larges et moyennes, et des alvéoles

pulmonaires.! la figure 6 montre les filiations entre les différents types de cellules de

I’épithélium broncho-pulmonaire et les carcinomes qui en dérivent. La fleche en pointillé

illustre le caractere hypothétique de la filiation entre la cellule précurseur des carcinomes

neuroendocrine et les cellules-souches de 1’épithélium. !

Cellule

souche

Cellule
précurseur

Cellule souche

(Carcinomes

il e | e CLELL L LR BT LRSS -
|
|
|
I
|
Celue Callue Y
épidermoide glandulaire Cellule épitheliale
l neuro-endocrine
“ellules de Cellules de Kulehitzky-Masson
u”‘"k de Pneumocytes ( y-Masson)
e, Clara :
Métaplasie
épidermoide / l
* Adénocarcinome | Adénocarcinome
i bronchio- (ADC) T
Carcinome Ak Carcinoide "
épidermoide ANt typique Carcinome
‘ &0 (ADC:BA) .‘lT‘g”L Sl
— Y Carcinome (19 endocrine a
Carcinomes a petits cellules grandes
a grandes cellules (5CLC) G cellules
Arcinoide &
(LCC) i (LCNEC)
atypique
(AT)

4 4

J

Histologies mixtes

J

Figure 6. Histopathogenése des carcinomes broncho-pulmonaires. *
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4.2.1. 1’adénocarcinome

L’adénocarcinome pulmonaire, représente plus du tiers des cancers non a petites cellules dont
I’incidence est en augmentation constante depuis une décennie. C'est le type de cancer du

poumon le plus commun chez la femme et chez les non-fumeurs.

L'adénocarcinome se développe dans les zones périphériques du poumon, en particulier au
niveau des lobes supérieurs et pres de la plévre. La prolifération tumorale se fait a partir des
glandes muqueuses situées sur la surface extérieure du poumon. Les adénocarcinomes peuvent
varier a la fois par leur taille et par leur rapidité de développement.!2

Figure 7. Une coupe histologique d’une piece d’adénocarcinome pulmonaire par microscope optique (X4, X40)
Hopital BENI MESSOUS.

En immunohistochimie, ces cancers sont positifs pour un marquage par le Thyroide
Transcription Factor-1 (TTF1). Ils sont parfois associés a une addiction oncogénique, comme
en cas d'une mutation d’EGFR (10% des cas), d'un réarrangement de ALK (5% des cas) ou un
réarrangement de ROS1 (1% des cas).?. Il existe de nombreux sous-types différents
d'adénocarcinome pulmonaire, tels que : solide, papillaire et mucineux. On les nomme en
fonction de I'apparence des cellules observées au microscope, des différents aspects pris par

les cellules ainsi que de la présence de mucus dans les cellules.*®

Tableau 3. Les caractéristiques de I’adénocarcinome pulmonaire. 1

Type Clinique Macroscopie | Histologie IHC Diagnostic
histologique différentiel
ADC Tabac Périphérique | Type mixte le + ] CK7+ | Métastase

Carcinome le plus || (sous fréquent (80%) | TTF+

fréquent chez les | pleural), association de pattern | CK20-

non-fumeurs blanc, lobulé, | acinaire, papillaire,

(femme++) bien limité broncho-pulmonaire,

solide
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Le carcinome épidermoide représente le deuxiéme type le plus courant de cancer du poumon
non a petites cellules.
Le carcinome a grandes cellules demeure un type trés rare de cancer du poumon non apetites

cellules.

5. Diagnostic

5.1. Etape clinique
Les patients atteints d'un cancer du poumon sont presque toujours symptomatiques au moment
du diagnostic. Les symptomes peuvent étre causés par la tumeur primitive (p. ex., toux,
hémoptysie); propagation intra thoracique (p. ex., syndrome de Horner, obstruction de laveine cave

supérieure); et métastases a distance (p. ex., douleur osseuse).'*

5.2. Etape radiologique

-Un cliché thoracique normal (5 % des cas) justifie la poursuite des explorations en cas de suspicion
de cancer bronchique.

-La TDM thoracique en acquisition spiralée est plus sensible et est réalisée avant la bronchoscopie

pour orienter les prélévements endo-bronchiques des Iésions périphériques.t®

5.3. Etape endoscopique

Fibroscopie bronchique sous anesthésie locale (biopsies bronchiques, brossage a visée
cytologique, lavage bronchique, ponction-aspiration trans-bronchique a 1’aiguille) donne un
diagnostic pour 90 % des tumeurs proximales.

5.4. Autres moyens de diagnostic
La cytologie d’expectoration ou d’aspiration bronchique peut étre utile pour les tumeurs

périphérigues et les cancers bronchoalvéolaires.

La thoracotomie diagnostique (et thérapeutique) est proposée en 1’absence de diagnostic

Endoscopique si la probabilité de cancer est élevee et si le patient est opérable.

La ponction transpariétale a 1’aiguille sous controle TDM est réservée aux patients inopérables ou
en cas de faible probabilité de malignité ou si une chimiothérapie périopératoire, et donc une
preuve histologique, est requise la médiastinoscopie, la ponction- aspiration transbronchique des

ganglions médiastinaux et I’abord des métastases peuvent étre utiles au diagnostic.®

5.5. Etape anatomopathologique
C’est 1’étude histologique des prélévements biopsiques avec immunohistochimie afin
de confirmer le diagnostic.
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6. CLASSIFICATION TNM 8eme EDITION
Les cellules cancéreuses se multiplient d'abord Ia ou elles se trouvent et forment une masse.
Lorsqu'il s'agit de stades avancés, le cancer se propage aux tissus et organes environnants ¢,

le systeme TNM fournit une classification plus compréhensible des étapes :

> T (évaluation par taille tumorale).
» N (évaluation selon I'envahissement ganglionnaire régional).

» M (métastase, évaluation selon atteinte tumorale a distance).

Le stade anatomique de la maladie est déterminé en fonction des informations obtenues a
partir du systeme TNM, qui seront discutées en détail ci-dessous. Ces stades vont de | a 1V, et
de petits nombres indiquent des stades précoces ou le cancer s'est peu propagé, ce qui signifie
que la tumeur est de petite taille. Ces étapes comptent parmi les déterminants les plus importants

du plan de traitement.’

TO Absence detumeur

TIS Carcinomein situ

™ Tumeur< 3 cm entouré pardu poumon ouplévre viscérale sans invasion de la bronche lobaire
Tumeur> 3 cm, envahissant plévre viscérale ou associée a atélectasie, envahissementlobaire a

T2 plusde 2 cm de la caréne

Tumeurde toute taille avec extensiondirecte a la paroi, diaphragme, péricarde,a<2cm dela
T3 caréne sans I'envahir

Tumeurde toute taille envahissantcceur, gros vaisseaux, trachée, caréne, e@sophage, vertébre,
T4 pleurésie maligne prouvé

NO Pas de ganglion envahis

N1 Ganglion péribronchique ou hilaire homolatéraux tumoraux

N2 Ganglions médiastinaux homolatéraux ou sous-carénaires tumoraux

N3 Ganglions hilaires ou médiastinaux controlatéraux, sus-claviculaires, scalénes tumoraux
MO Absence demétastase a distance

M1 Présence de métastase a distance

Figure 8. Classifiions TNM des CBNPC. ¥’

Le stade I : est le stade ou la tumeur ne se trouve gque dans un poumon et non dans les ganglions

lymphatiques.

Le stade Il : est le stade ou le cancer s'est propagé aux ganglions lymphatiques autour du

poumon ou se trouve la tumeur (maladie localisé opérable et guérissable).

Le stade 111 : est le stade ou le cancer s'est propagé aux ganglions lymphatiques autour de la
trachée, de la paroi thoracique et du diaphragme du méme cété que le poumon ou se trouve la

tumeur (maladie opérable).

Le stade 111 : correspond a la propagation du cancer aux ganglions lymphatiques de l'autre

poumon ou du cou.
10
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Le stade IV : est le stade ou le cancer s'est propagé au reste du corps et a d'autres parties des

poumons (metastatique).

Les traitements des adénocarcinomes bronchiques dépendent du profile de biologie

moléculaire.!’

7. Cancérogenése moléculaire broncho-pulmonaire
Les cancers broncho-pulmonaires se développent selon un processus multi-étape, caractérisé

Par une progression vers le phénotype invasif d’une ou d’un petit nombre de cellules
« Initiées » par ’acquisition d’altérations génétiques leur conférant un avantage prolifératif. Les
carcinomes broncho-pulmonaires acquiérent au cours de leur développement une variété
d’altérations génétiques (mutations, amplifications géniques, pertes d’alléles, instabilités
chromosomiques) et épigénétiques (surexpression des geénes, extinction de I’expression par

hyper-méthylation des promoteurs) (figure 9).18

NSCIL.C

Cellules de Clara/ Cellules épithéliales
Pneumocytes type [ /1] bronchiques

KRAS ou ECGFR, mutation TP63, activation

P14ARF, inactivation TP33, mutation
P16/ I1NK4da, inactivation

FHIT/RASSF1/SEMAS3B
Perte d alleles

Meétaplasie/dysplasie
épidermoide

Hy perplasie atypique

| | |
TrP53, mutation CCDN1. activation

Carcinome ¢pidermorde
primairc

Pertes d’alleles, nombreux loci
(2. 9. 18q. 22q)

Adénocarcinome Carcinome épidermoirde
invasif invasif

Addénocarcinome primaire

Figure 9. Les altérations génétiques et moléculaires fréquentes au cours de la progression des NSCLC
(adénocarcinomes, carcinomes épidermoides). 1

7.1. Les principaux composants des voies altérées dans les carcinomes broncho-
pulmonaires

Les facteurs montré dans la figure 10 coopérent les uns avec les autres pour réguler quatre
grands processus biologiques : la prolifération cellulaire, I’apoptose, la différenciation (et la

sénescence), et la réponse aux mutagenes (Iésions de I’ADN).

Ce modéle met en évidence le réle de deux voies de signalisation, la voie EGFR/Ras et la voie

Béta-Caténine (bCat)/Myc. Il montre aussi le réle intégrateur de p53, au carrefour des voies

11
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de prolifération, d’apoptose, de différenciation et de réponse aux mutagenes. Les mutations
fréquentes dans les carcinomes broncho-pulmonaires contribuent a découpler ces différentes
voies les unes des autres, facilitant la prolifération et la survie cellulaire, particulierement dans
les tissus exposes a des agents cancérogenes environnementaux (tels que ceux présents dans la

fumée du tabac).!

Signaux
extracellulaires

\@ [ Signaux

extracellulaires

[ protiferation | EGF

| Mutagenese/lésions de IV ADN |

Figure 10. Mécanismes moléculaires de la cancérogenése broncho-pulmonaire. *

7.2. Mutations courantes dans le carcinome non a petites cellules

Le type histologique seul ne suffit plus a la décision thérapeutique Il est recommande depuis
2008 par les sociétés savantes et INCa de demander une recherche d’altérations moléculaires
s’il y a suffisamment de matériel tumoral pour les patients ne relevant pas d’un traitement loco-
régional pour : les CBNPC, non épidermoides de stade avancé et les cancers épidermoides chez
les non-fumeurs. La recherche systématique de 7 biomarqueurs est réaliséeen routine : les
mutations EGFR, KRAS, BRAF, HER2 (Human epidermal growth factor receptor), MET
(Mesenchymal to Epithelial Transition) et la recherche des réarrangements ALK et
ROS1(figure 11).1°

adénocarcinome

-2
NSCc1LC A
as one

disease . &
sous-typage basé€ sur l'histologie/
Others .
I

cancer €pidermoide

Squarnous Adoenocs
EY=

—d-

Figure 11. Evolution de la segmentation des CBNPC : I’histologie a la biologie moléculaire.*®

12
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7.2.1. Mutations associées au CBNPC/adénocarcinome pulmonaire

Trois mécanismes caractérisent ce cancer :

e Mutation activatrice de genes de récepteurs de facteurs de croissance (EGFR, HER2)
et des voies de signalisation KRAS/BRAF/MEK et PIK3CA/AKT/mTOR.

e Une translocation des genes ALK, ROS1, et RET.

e Des amplifications de genes ou une surexpression de protéines membranaires (MET).
Les mutations les plus fréquemment retrouvées dans 1’adénocarcinome pulmonaire
sontmentionnées dans la figure 12. Ces mutations sont genéralement activatrices et

mutuellementexclusives. 1

Adenocarcinoma
Squamous cell 45%
carcinoma
25%

= ALK rearrangement

= RET rearrangement

= BRAF mutation

¢ ROS1 rearragement

m NTRKI1 fusion
MET amplification

= HER2 mutation

© = PIK3CA mutation

w MEK1 mutation
AKT1 mutation

“ NRAS mutation

Figure 12. Un graphique circulaire déterminant les fréquences des différentes mutations motrices dans
I'adénocarcinome pulmonaire. 8

Les altérations génétiques les plus courantes dans lI'adénocarcinome pulmonaire sont le
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) aprés les mutations du KRAS, qui

sert généralement a des insertions et les délétions et des mutations activatrices de KRAS.?°

Tableau 4. Association possible entre le type d’altération génétique et I’adénocarcinome pulmonaire.?!

T ype de mutation/ Sous-type histologique
altération d’adénocarcinomrme
EGFR Adénocarcinome bien différencié,

avec composante bronchioloalvéolaire
nNnon Mmucineuse, papillaire evou micro-
papillaire

KRAS Adénocarcinome (bronchiolocalvéolaire
ou Nnon) de type mucineux

BRAF Adénocarcinome papillaire

ELMA-ALK Adénocarcinome de type solide et/ou
avec composante a cellules isolees

CTNNBI] Adénocarcinome a cellules claires
(Bécacarténine) ou de type foecoal

13
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L’apparition des tumeurs associé toujours avec une activation anormale des oncogeénes et
suppression des genes suppresseurs des tumeurs, dans les tableaux suivants présent les

principaux GST et oncogénes dans la tumorigénes des CBNPC.

Tableau 5. Principaux oncogénes activés dans la tumorigénes des CBNPC.??

Nom Fonction Mécanismes principaux Fréquence
d’activation
EGFR Récepteur aux facteurs de Mutations somatiques du domaine 10 4 40% ADC
croissance a activité tyrosine TK
kinase
(famille HER) Amplification génique (copie du 32a42% ADC
gene ou polysomie)
60% CBNPC
Surexpression de la protéine (44% ADC - 82% SCC)
ERBB2 Récepteur aux facteurs de Mutation du domaine TK 224% CBNPC
croissance a activité tyrosine (principalement ADC)
kinase
(famille HER) Amplification génique 2a6%ADC
Surexpression de la protéine 20% CBNPC
ERBB3 Reécepteur aux facteurs de Surexpression de la protéine 16% ADC - 29% SCC
croissance a activité tyrosine
kinase
(famille HER)
K-Ras Protéine G sous membranaire, ~ Mutations somatiques des codons 12 10 a.50% CBNPC
transduction du signal de et 13 (principalement ADC)
croissance
MET Récepteur Tyrosine Kinase Mutations somatiques 14% ADC
Amplification génique 20% ADC
PI3KCA Protéine kinase sous Amplification génique 4 a 6% CBNPC
membranaire, transduction du (surtout SCC)
signal de croissance
Mutations somatiques 2% CBNPC
TITE-1 Facteur de Transcription Amplification génique et 15% ADC
surexpression protéique
ALK Récepteur Tyrosine Kinase Fusion du géne ALK avec le géne 3 a 7% CBNPC
EML4 (presque exclusivement
dans ADC)
c-Myc Facteur de transcription Amplification/Surexpression 2.5a 10% CBNPC
B-caténine Transducteur du signal Mutations dans ’exon 3 10% des CBNPC
(exclusivement/ ADC)

de la voie Wnt

14
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De nombreuses altérations génétiques ont été décrites dans le cancer bronchique,
particulier ce qui concerne la voie suppresseur de la tumeur p53 (tableau.6) et la voie
oncogénique EGFR/KRAS (mentionner déja dans tableau.5).2®

Tableau 6. Principaux génes suppresseurs de tumeur inactivés dans la tumorigénes des CBNPC.?

Nom Fonction Mécanismes principaux Fréquence
d’inactivation
« Gardien du génome » :
Facteur de transcription
ps3 Contréle du cycle cellulaire Délétions homozygotes puis 50% des CBNPC
Réparation ADN mutations (dont 39 a 50% des
Pro-apoptotique ADC)
Hyperméthylation du
Inhibiteur des CDK 4/6 promoteur 40% a 58% des CBNPC
pl6"\K"“ Régulation transition G1/S LOI ou Mutations (méme fréquence SCC et
ponctuelles ADC)
Délétions homozygotes
Rb Contrdle du cycle cellulaire en LOH 15 a 30% des CBNPC
G 1/S par interaction avec E2F Inactivation de la protéine (principalement dans
par hyper phosphorylation SCC)
pl4ARE Controle du cycle cellulaire LOH 25% des CBNPC
G1/S/G2 Hyperméthylation du 40% des ADC
Pro-apoptotique promoteur
PTEN Phosphatase a activité double Hyperméthylation du 24% des cancers
(tyrosine et sérine/théonine). promoteur broncho-pulmonaires
Cible majeure : AKT Dé¢létions homozygotes
Mutations ponctuelles
FHIT Dinucleoside hydrolase LOH perte du bras court 3p 40 a 80% CBNPC
Arrét du cycle GO/G1 Délétions homozygotes (principalement dans
Pro-apoptotique SCC)
RASSFI1A Régulateur négatif de G1/S LOH perte du bras court 3p 30 a 40% CBNPC
Pro-apoptose Hyperméthylation du
promoteur
LKBI /STK11 Sérine/théonine kinase Mutations Ponctuelles 8% des CBNPC

Régulateur négatif du cycle en
Gl

Délétions

(dont 34% ADC)

Dans le cancer bronchique, la TP53 est inactivée dans 40 a 60 % des cas, souvent par mutation d’un
allele et la délétion de I’autre allele. Cette inactivation est précoce au cours de carcinogenése bronchique
puisqu’elle est détectée dés le stade d’hyperplasie adénomateuse atypique (lésion précurseur des
adénocarcinomes). Une autre méta-analyse incluant 43 articles a trouvé que la p53 aberrante était un

facteur de mauvais pronostic de survie avec le type histologique adénocarcinome pulmonaire.?
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8. EGFR

Le gene EGFR également appelé ERBB1/HERL, est I'un des récepteurs tyrosine kinases de
lafamille des facteurs de croissance épidermiques (ERBB)?*, code pour 1210 acides aminés avec
une masse moléculaire d'environ 134 kDa situe sur le chromosome 7p12, est composé de 28
exons et 27 introns et code pour une protéine transmembranaire comportant un site extra-
membranaire (récepteur d'une courte séquence transmembranaire et d'une région cytoplasmique
qui incorpore un domaine de protéine tyrosine kinase et un domaine de phosphorylation C-

terminal.®

Cette glycoprotéine transmembranaire, fut le premier récepteur a tyrosine Kkinase
caractérisé, ainsi que 1’un des premiers proto-oncogenes identifiés. EGFR présente un role
physiologiquepréférentiel dans le développement des tissus d’origine épithéliale® et des tissus
nerveux et musculaires squelettiques®*. Ainsi impliqué dans les mécanismes de signalisation
intracellulaire contrélant la croissance, la survie, 1’adhésion, la métastase ainsi que la

différenciation cellulaire, et favorisant la prolifération cellulaire, 1’angiogenése, I’'invasion

tumorale. %¢
I"architecture structure moléculare de I"'EGFR
des domaines
proteéiques de |"EGFR EGF

L1 domain I
CR1 [ idomoln TE
= B

CR2 domain IV

membrane

: %
) 2 /"/
| Y

:\_c-;rer‘minole
tyrosine kinase [ <ytoplasme

Figure 13. Les domaines protéiques et la structure moléculaire du récepteur a ’'EGFR.?’
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Chapitre I : Genéralités

L’EGFR correspond au prototype des récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase et

Présente trois domaines fonctionnels2e;

v" Un domaine extracellulaire NH2-terminal situé dans le milieu extérieur qui contient le
site de liaison capable de fixer ses ligands spécifiques.
v" Un domaine transmembranaire, hydrophobe, qui permet au récepteur de rester ancré
dans la membrane plasmique.
v" Un domaine intracellulaire COOH-terminal, présentant une activité enzymatique
tyrosine kinase. Ce domaine comporte un petit lobe qui contient un site de liaison de
I’ATP et un grand lobe qui contient le site catalytique de I’enzyme et une extrémité riche
en résidus tyrosine qui vont subir une phosphorylation.
Le récepteur est inactif sous sa forme de monomeére, la fixation du ligand au domaine
extracellulaire entraine un changement de conformation qui favorise le rapprochement de

deux monomeéres.?®

Différents ligands de I’EGFR sont connus. L’EGF a été un des premiers facteurs de
croissance découvert et fait partie d’une grande famille de facteurs de croissance comprenant le
TGF- (Transforming Growth Factor-)), DI’amphiréguline, 1’-celluline, 1’épiréguline et
I’héparine-binding EGF. Le TGF- et I’EGF sont des ligands spécifiques de ’EGFR qui jouent

un rdle clé dans la modulation de la biologie cellulaire.?®

Le récepteur activé est formé d’un homo- ou d’un hétéro-dimere, entre ’EGFR et un autre
récepteur de la famille Erb. Le rapprochement des deux domaines TK aboutit a I’activation de
cette fonction et permet I’auto- ou la trans-phosphorylation des différents résidus tyrosine situés

a I’extrémité COOH-terminale intracellulaire du récepteur.?

a n o Signal peptide B C
1513
L: Large EGF Ex2-4
vinding domain
1: crR1 .
CR: Cysteine-rich Ex5-7
domain . — N
H:vr=2 —
Ex8-12 } _:‘
1v: CR2 o
Ex13-186
Transmembrane Ex
domain e — ‘\
Exia-zo0 4 ) "‘
7 Niobe p
Tyrosine kinase i = \ )
Sooautn Ex21-24 Ciobe - S
Regulatory Ex25-28
domain
-
>~ -
—

Figure 14. Structure du récepteur du facteur de croissance épidermique, fixation du ligand et
activation du récepteur par dimérisation.

17



Chapitre I : Genéralités

Le récepteur activé va pouvoir s’associer a différentes protéines adaptatrices intracellulaires
permettant la transduction du signal implique essentiellement trois types de molécules : les
protéines a domaines SH2/SH3, les protéines G monomériques et les protéines kinases avant

d’emprunter différentes voies de signalisation.?®

8.1. Régulation de I’activité de recepteur tyrosine kinase PEGFR

Deux processus existent donc pour arréter le signal qui sont opérationnels dans toutes les

cellules?” :

» Par une protéine phosphatase (PTP) qui déphosphorylent la phosphotyrosine, évitant
ainsi ’attachement des protéines effectrices.

> Internalisation et dégradation des récepteurs par endocytose apres liaison de ce dernier
a son ligand et changement de conformation de sa partie régulatrice en C-terminal. Le
récepteur est ensuite soit désensibilisé (séparé de son ligand) puis recyclé a la surface

de la membrane, soit transféré vers des lysosomes ot il sera dégradé. %’

atténuation du signal par a) tyrosine phosphatase ou b) destruction du récepteur
a b

% X
proteine
effectrice

+
-096

signal % 3 ‘
| 6 ' »—?:"J

vers endosome primaire puis destruction dans le lysosome

Figure 15. Montre la Régulation de I’activité du récepteur de ’'EGFR %

Le domaine intracellulaire du coté C terminale constitué de 542 AA avec un domaine de
liaison a I'ATP, Ce domaine comporte 2 lobes qui sont separés par la fente de liaison a I'ATP
(fig.16), le lobe N formé de brins B et de I'hélice aC régulatrice et le lobe C est principalement
a-hélicoidal et contient la boucle d’activation (boucle A) ou bien un site catalytique de

I'enzyme plus une extrémité riche en résidus tyrosine qui vont subir une phosphorylation.?
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Exon 19 Deletion/
Exon 19 Insertion

B3-aCloop Exon 20
aC-B4 loop Insertion

<—L861 G719X % <—1861Q
P-loop .

Inactive Conformation Active Conformation
Figure 16. Caricature montrant la structure du domaine EGFR kinase dans la conformation active et inactive.?

A gauche, la conformation inactive est indiquée, et les résidus importants et les
caracteristiques structurelles sont étiquetés. A droite, la conformation active est indiquée et
I'emplacement approximatif des mutations signalées dans le NSCLC est étiqueté. (Les lignes

pointillées indiquent les interactions sel-pont).?

Des études structurelles ont montré que les délétions de L858R et de I'exon 19 (Ex19Del)
déstabilisent la conformation inactive du récepteur et entrainant une dimérisation et uneactivité
accrue du récepteur. 2 Ces mutations activatrices classiques comprennent la grande majorité
des mutations de I'EGFR et sont bien définies comme de puissants prédicteurs d'une bonne

réponse clinique aux inhibiteurs de la tyrosine kinase de I'EGFR (EGFRI).?®

1) Dimérisation et activation du récepteur
indépendamment du ligand

2) Amplification du
signal avec le ligand

3) Sensibilité aux EGFR-
TKI

gl 1 \ Akt/ \\ ,/9

ipMAPK: |pSTAT | [ pAKt | | pSTAT | [PMAPK|

4) Signalisation accrue
en aval du récepteur

5)Diminuation de la
dégradation du récepteur
par le protéasome

6) Stabilisation du récepteur
par une protéine chaperonne

Figure 17. Conséquences biologiques des mutations L858R et Del19 de I’EGFR dans les
CBNPC.?2
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La modulation de I’activité de ’EGFR peut schématiquement se faire a différents niveaux et
de maniére non exclusive et développement des phénomeénes de résistance aux anti-EGFR
peuvent résulter de plusieurs anomalies moléculaires®®, Parmi les modes d’activation

oncogénique d’EGFR ont été décrits'? :

e Augmentation de I’expression d’EGFR par divers mécanismes : augmentation de la
transcription, stabilisation par inhibition de son internalisation ou de sa dégradation, ou
encore amplification du géne, dans environ 60 % des carcinomes épidermoides et 40 %

des adénocarcinomes et carcinomes indifférenciés a grandes cellules.

e Sécrétion par la cellule de son propre ligand, EGF ou TGF-a, aboutissant a une

activation autocrine du récepteur.
e Apparition de mutations oncogéniques activatrices.

e Activation indépendante ou constitutive d’effecteurs intracellulaires en aval d’EGFR,de
voies de signalisation Les mutations d’EGFR sont le deuxiéme événement moteur

oncogene le plus courant dans NSCLC.

8.2. Mutations d’exons du géne d’EGFR

Les mutations somatiques sont localisées dans les 4 exons du géne de I’EGFR codant pour
I’activité tyrosine kinase (codons 18 a 21). Elles se situent au niveau du site de fixation de I’ATP
qui est aussi le site de fixation des ITK. Elles correspondent a des délétions respectant le cadre

de lecture, des insertions ou des mutations ponctuelles faux-sens.?

E709X
Exon 18 Deletion Exon 19 Deletion ~ ~ Exon 20 Insertion 1861Q
Mutation G719%  Exon 19 Insertion §768| 8588
Exon
— =}
Structural feature Bl B2 p3 ol B4 B5 P6 oD  af B7 P8PI B0

Point Mutation Insertion/Deletion

Figure 18. Diagramme de sucette montrant la position des mutations de 'EGFR et les caractéristiques
structurelles de 'EGFR. (Les cases oranges indiquent des mutations ponctuelles, les cases bleues indiquent
desmutations d'insertion/délétion).2®
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8.2.1. Exon 18

Au sein de P’exon 18, il s’agit de mutations touchant le codon 719 et a 1’origine une
substitution d’une glycine par une cystéine, alanine ou sérine (G719X) représentant 4 % des
mutations ou S720F.?°
8.2.2. Exon 19

Au sein de I’exon 19, il s’agit de délétions, intéressant toujours la leucine en747 et la
glutamine en 749 et représentant 44 % des mutations de ’EGFR. Il existe plus de 20 variantes
de délétion de I’exon 19, également des insertions représentant 1 % des mutations.?®
8.2.3. Exon 20

Au sein de I’exon 20, il s’agit d’insertions représentant 3% des mutations, dont la plus
fréquente est la substitution T790M. Moins de 1% des mutations concernent les mutations
ponctuelles (V765A et T783A).2°

8.2.4. Exon 21

La mutation ponctuelle L858R de 1’exon 21 représente 41 % des mutations activatrices de
I’EGFR, la mutation ponctuelle L861Q 2 %. La mutation L861R a aussi été recensée dans

I’exon 21.2°

Les mutations d’EGFR des exons 18, 19, 20 et 21 d’EGFR sont utilisées comme marqueur
prédictif de réponse dans le cas des cancers bronchiques non a petites cellules traités par inhibiteurs

de tyrosine kinase anti-EGFR.*

Other Frame Other Deletion

shift Mutations e / Mutations

.z« Complex
=5y 17.43%

Exon 19
Insertion
0.41%

S7681/V
6.39%

Figure 19. Diagramme circulaire montrant les fréquences des mutations de 'EGFR dans le NSCLC. Les
données ont été acquises a partir des bases de données COSMIC. 7
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8.3. Les voies de signalisation d’EGFR

La fixation du ligand au niveau du domaine extracellulaire stimule I'activité TK intrinséque
des récepteurs et déclenche l'autophosphorylation de résidus tyrosine spécifiques. Les
transducteurs de signal initient plusieurs voies en aval telles RAS-RAF-MEK-MAPK, PI3K,
PTEN-AKT et STAT.?* Les progrés considérables dans la connaissance de ces voies de
signalisation impliquées dans 1’oncogenése et le maintien du phénotype tumoral constituent une

avancée majeure en oncologie.*!

Ligands : EGF, TGFa, Amp, B-cel, HB-£GF, Epi

N 4 =7 Raf, Erk, Mek = MAP (mitogen activated protein) kinases
é < Domaine tyrosine kinase
Hélice a Extrémité C-terminale Membrane plasmique
0000000000000000000000000 @)e, P PGOOCOOOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOCOO0)

S, i A

<:| ——> LS

A P (uctif)

ﬂ QPEND PI3K
mTOR :> Inhibition : 46-BP1

l T Activation : elF-4€, p7056K

@ Inhibition : BAD =
Protéine contre L. Facteurs
@ @ Transcription m
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Cycline D1, cdké - % de transcription
Cycline D1 Protection contre —
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Figure 20. Voie de signalisation de I'EGFR.%

P

p85

SH3 domaine

Les principales voies des PISBK/AKT, lavoie des RAS/RAF/MAPK, la voie de JAK/STAT3
et Src/PLCy. Les résidus tyrosine phosphorylés d’EGFR servent de sites d’ancrage pour des
adaptateurs intracellulaires tels que Grb2, des enzymes intracellulaires telles que PLCy, ou
encore des facteurs de transcription tels que STAT3. Le couplage des récepteurs HER a ces
voies de signalisation permet une grande diversité de reponses cellulaires (prolifération,survie,

migration...).%
8.3.1. Lavoie des RAS/RAF/MAPK

La voie des RAS/RAF/MAPK présente un réle central dans la régulation de la croissance et
de la survie cellulaire, la réplication et dans le cycle cellulaire d’un large spectre de tumeurs
humaines. Cette voie de signalisation est largement impliquée dans les phénomeénes de

résistance aux thérapies ciblées anti-EGFR.%
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8.3.2. La Voie PI3BK/AKT/mTOR)

Plusieurs fonctions cellulaires sont régulées par la voie de signalisation des PI3K/AKT, telles
que le métabolisme cellulaire glucidique via GLUT4 et lipidique, et également insulinique au
niveau hépatique. L’activation de cette voie en pathologie cancéreuse favorise le
développement tumoral et I’angiogenése, stimule la prolifération cellulaire et réprime
I’apoptose. Cette voie est également impliquée dans les phénomenes de diffusion

métastatique.®
8.3.3. Lavoie des JAK/STAT

Les kinases JAK peuvent servir de relais entre I’EGFR activé et les facteurs de transcription
STAT par I’intervention de la kinase Src ou encore directement par liaison au récepteur par
interaction avec leur domaine SH2 pour induire la signalisation, cette activation va déclencher
une cascade de phosphorylation qui provoque des modifications transcriptionnelles régulant de
multiples fonctions cellulaires et immunitaires telles que la prolifération, la différenciation, la

migration, l'apoptose ou la survie.®

Dans le cadre d’une stimulation autocrine et paracrine des cellules tumorales, les facteurs de
croissance capable de lier ’EGFR sont trés souvent surexprimés notamment le Tumor Growth
Factor-a (TGF-a) qui est surexprimé chez plus de 60% de patients atteints de CBNPC et
I’amphiréguline (AREG) est plus fréquemment exprimée dans les ADC (~58%) que dans les
carcinomes épidermoides (~40%), et corréle dans les deux cas a une diminution significative
de la survie globale de ces patients, induisent une résistance aux EGFR-TKI dans les ADC

pulmonaires mucineux.??
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9. Traitement

L’objectif du traitement est d’enlever la tumeur ou les métastases, de contrdler la propagation

de I’adénocarcinome pulmonaire, de prévenir les récidives, et bien sr de traiter les symptomes.

Ce traitement varie selon le type de cancer et le stade de la maladie. Si
la résection chirurgicale de la tumeur est possible, on commencera par pratiquer cette
intervention. La décision de la chirurgie est fonction de la localisation de la tumeur et de I'état

de santé général du patient.

Dans le cas d’un adénocarcinome pulmonaire est également fréquent de faire appel a une
combinaison de plusieurs formes de traitement qui sont : la chirurgie, la radiothérapie etles

traitements medicaux (comme la chimiothérapie) , la thérapie ciblé (TKI).

9.1. Thérapies ciblées
Ce sont des nouvelles stratégies thérapeutiques qui sont aujourd’hui possibles grace aux
progrés récents en oncologie, ils font partie de la nouvelle génération de médicaments
anticancéreux.® Ces traitements atteignent plus spécifiquement les cellules cancéreuses en
perturbant les mécanismes biologiques qui conduisent a leur multiplication : ils agissent

essentiellement au niveau des récepteurs du facteur de croissance. 3

leurs utilisation en cancérologie a permis une amélioration conséquente du pronostic de
plusieurs pathologies cancéreuses.® Ces molécules sont généralement divisées en trois

catégories*! :

Les anticorps monoclonaux spécifiques d’un oncogene : ces anticorps sontsouvent dirigés
contre le domaine de fixation du ligand au récepteur, pour bloquer 1’activation de celui-ci ou sa
dimérisation avec un autre récepteurmembranaire.

Les oligonucléotides anti-sens : plus rarement utilisés, ils consistent a bloquer spécifiquement
I’expression des oncogenes en entrainant la dégradation de leur ARNm.

Les inhibiteurs de TK : ces molécules chimiques inhibent I’activité enzymatique de certains

autres oncogenes de fagcon réversible ou irréversible.*
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9.1.1. Les TKI et leur ciblage selon les mutations d’EGFR

Au cours de la derniére décennie, d’importants progrés thérapeutiques ont été réalisés avec
le développement et 1’application de nouvelles thérapies ciblant des voies de signalisation
impliquées dans la croissance et la survie des cellules cancéreuses (thérapies ciblées) et
adaptées en fonction des caractéristiques morphologiques et moléculaires de la tumeur

(thérapies personnalisées).

T
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Figure 21. Chronologie de développement de TKI EGFR.*

L’identification du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) en tant que cible
moléculaire a radicalement changé le traitement du cancer du poumon non a petites cellules
(NSCLC) metastatique, passant d'une chimiothérapie standard a une thérapie personnalisee et

ciblée.*

FIGURE 2. EGFR Alterations With Targeted L8S8R
Therapies for NSCLC>=~
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Figure 22. Les altérations d’EGFR avec la thérapie ciblée dans CBNPC.*
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Les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) de I'EGFR de premiére, deuxiéme et troisieme

génération sont désormais disponibles pour le traitement des patients atteints de CBNPC mutant
de 'EGFR.*

Tableau 7. Les inhibiteurs spécifiques de la tyrosine kinase (TKI) qui ciblent le récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR). 44

Table EGFR-TKIs

First-generation (reversible) TKIs
- Erlotinib, gefitinib
Second-generation (irreversible) TKIs
- Afatinib, dacomitinib, neratinib
Third-generation TKIs

- AFZD9291 (fosimertinib), CO-1 686 (rociletinib),
HAhAGT 713, ECGES1 66X, ASPS32 73

EG FR: epidermal growth factor receptor; TKIL: tyrosine kinase inhibitor

Les ITK EGFR de premiere génération (gefitinib, erlotinib et icotinib) se lient de maniére
réversible a 'EGFR et inhibent la liaison de I'ATP au domaine TK. Ce bloc entrave la prolifération
cellulaire, conduisant finalement a la mort cellulaire. Le geéfitinib et I'erlotinib sont approuvés a
I'échelle mondiale pour le traitement despatients atteints d'un CPNPC avec mutation de I'EGFR,

tandis que I'icotinib est approuvé en Chine.
9.1.1.1 Géfitinib

EGFR “ﬁ
pg
EGCGFR TK —= lnhlblnon
..... by gefitinid
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Figure 23. Représentation schématique du réle du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le
cancer et son inhibition par le gefitinib.*
Le géfitinib est un médicament qui inhibela tyrosine kinase de I'EGFR en ciblant la fente ATP
dans I'EGFR pour empécher I'autophosphorylation de I'EGFR®, il inhibe I'activité TK du domaine

EGFR TK, bloguant les voies de signalisation importantes pour la survie et laprolifération des
cellules tumorales. *°
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9.1.1.2 Erlotinib

L'erlotinib est un inhibiteur compétitif de faible poids moléculaire, réversible, inhibe la
phosphorylation intracellulaire de 'EGFR. Dans les tumeurs positives a la mutation EGFR,
I'erlotinib se lie étroitement au site de liaison de I'ATP dans le domaine kinase muté, ce qui
entraine un blocage puissant de la signalisation MAP-kinase. Le blocage de la signalisation
entraine l'interruption de la prolifération des cellules tumorales et I'activation de la voie

intrinséque de I'apoptose.®

Le géfitinib et I'erlotinib ont été développés en monothérapie pour le traitement des patients

en rechute aprés une ou plusieurs chimiothérapies. 43

e Les inhibiteurs de deuxiéme génération, dont I'afatinib et le dacomitinib, sont des
inhibiteurs irréversibles, qui se lient de maniere covalente a 'EGFR approuve a I'échelle
mondiale pour le traitement de premiére ligne des patients mutants de 'EGFR, tandis

que le dacomitinib est également a I'étude pour une approbation réglementaire. 3
9.1.1.3 Afatinib Gilotrif

L'afatinib est le premier bloqueur oral irréversible de la famille ErbB par inhibition leurs
activité. La FDA américaine a approuvé Giotrif pour la prise en charge des patients localement
avances ou metastatiques atteints d'un cancer du poumon non a petites cellules présentant les

caractéristiques suivantes : EGFR del19 ou L858R.®

9.1.1.4 Dacomitinib

Dacomitinib a été développé par Pfizer en tant que TKI EGFR irréversible de deuxieme

génération. 1l s'agit d'un inhibiteur pan-HER.®

e les EGFR-TKI de troisiéme génération tels que I'osimertinib et le rociletinib ont gagné
en importance en raison de leur haut niveau d'efficacité et de leur faible profil de toxicité
et qui font partie des thérapies ciblées les plus prometteuses en oncologie en référence
aux essais récemment publies montrant un bénéfice clinique impressionnant dans le
cancer du poumon EGFR T790M+, mais des mécanismes de résistance hétérogenes ont

toujours émergé et il existe actuellement un besoin évident de stratégies thérapeutiques.
35
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9.1.1.5 Osimertinib
L'osimertinib est un TKI EGFR de 3eme génération disponible par voie orale, puissant et
irreversible de Il'altération moléculaire sensibilisant a I'EGFR et résistant au T790M, a une
sélectivité élevée pour I'EGFR-T790M ou I'EGFR-L858R par rapport a la forme sauvage. Il a
démontré un taux de réponse objectif élevé chez les patients atteints de CPNPC T790M positif
qui ont progressé sur un EGFR-TKI de premiere génération et ont donc été classés comme un
composé revolutionnaire pour un développement acceléré, a été associé a une amélioration

significative de la survie sans progression (SSP).*®

L’évaluation de I’efficacité potentielle des traitements anti-EGFR chez des patients avec un
CNPC est malheureusement compliquée du fait qu’il existe de nombreuses mutations
différentes de I’EGFR. Certaines mutations de ’EGFR comme T790M (primaire ou
secondaire), en diminuant I’affinité du médicament avec I’EGFR, prédisent a I’inverse une

résistance a la thérapie.

Les données ont été filtrées pour ne contenir que les mutations de l'adénocarcinome

pulmonaire. Les mutations de résistance courantes T790M et C797S ont été filtrées.?®

Non identifié *

(30%)

EGFR * dont le
T799M phénotypeE
etsites MT

rares.de (Qune
mutations certaine

(50 a2 60%)
3£

prévalence)

Figure 24 : Répartition des facteurs de résistance acquise aux EGFR-TKI.?

Le mécanisme majeur de résistance acquise aux EGFR-TKI est la mutation T790M de
I’EGFR qui représente la moitié des résistances secondaires, responsable d’une moindre affinité
du récepteur pour ’inhibiteur. ¥ L amplification de MET représente ici les cas ou la mutation
T790M ne coexiste pas. Cependant, 3 a 4% des cas d’amplification de MET présentent aussi la
mutation T790M.?? L’utilisation d’inhibiteurs de haute affinité la 3eme génération («
irréversibles »), est envisagée chez ces patients.®” Egalement nombreux efforts sont en cours,
combinant les TKI EGFR avec d'autres médicaments, y compris des agents anti-angiogéniques,

une chimiothérapie, une immunothérapie ou d'autres agents ciblés.®
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes.

Chapitre I MATERIEL ET METHODES

Ce présent travail est une étude prospective et rétrospective portant sur 19 dossiers de patients
atteints d’adénocarcinome bronchique recu au service d’anatomie et de cytologie pathologique
du centre HOSPITALO-UNIVAIRSITAIRE ISSAD HASSANI durant une période de 14 mois
du janvier 2021 au février 2022.

Notre étude a pour but de mettre en évidence les Caractéristiques épidémiologiques, le statut
mutationnel de ’EGFR ainsi que le profil immunohistochimique de la population étudiée en

utilisant les techniques suivantes :

v LaPCR en temps réel via le test idylla.
v Latechnique d’immunohistochimie.

v Le logicielle Microsoft Excel pour les graphes.

1. Matériel

1.1. Matériel biologique

Des coupes histologiques de 5 um de biopsie fixées au formol et incluses en paraffine (FFPE)
dérivées de 19 patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire communiqué au service
d’anatomie et de cytologie pathologique du centre HOSPITALO-UNIVAIRSITAIRE ISSAD
HASSANI.

1.2. Matériell non biologiques
Convient a tout matérielles nécessaires a 1’étude du statut mutationnel EGFR et 1’étude

immuno-histochimique (annexes ).
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2. Méthodes

2.1. L’étude histologique
v’ La préparation des prélevements (les biopsies) et leur conditionnement influence la qualité

des résultats de 1’étude
2.1.1. La fixation_: est indispensable pour conservation des structures cellulaires dans un état
aussi proche que possible de leur état vivant, avec arrét de toutes activités mitotique et
enzymatique, elle doit étre immédiate ou au moins trés rapidement débutée apres

I’obtention du prélévement.

-La durée de la fixation dépend de la taille du prélévement : au minimum 2 a 5 heures pour une

biopsie

-Nature du fixateur : le fixateur le plus habituellement utilisé est le formol Tamponné a 10 %

a pH neutre.

2.1.2. Déshydratation_: Les prélevements sont déposés dans des cassettes en plastique, Puis
les tissus contenus dans les cassettes sont déshydratés par passage dans six bains successifs
d’alcool de concentration croissante :50%~75%~96%~100%. Pendant 2h pourchacun,
I'alcool est éliminé par des solvants (xylene).

2.1.3. Inclusion en paraffine_: la paraffine liquide a 56 °C impregne les tissus présents dans
la cassette laquelle est déposé sur un moule en métal ensuite refroidie toute la nuit pour
le durcissement du bloc.

2.1.4. Coupes et colorations_: aprés refroidissement et démoulage, Le bloc solide de paraffine
contenant le tissu est coupé grace a un microtome, les coupes de 3 a 5 microns d’épaisseur

sont étalées sur des lames.

Ensuite les lames passent au séchage a 1’air et Aprés dissolution de la paraffine, puis
réhydratation, viens I’étape de la coloration qui permet la mise en évidence de la morphologie

des cellules (cytoplasme, noyaux,) ainsi que leur répartition structurale.

La coloration usuelle associe un colorant basique nucléaire L’hématoxyline, qui colore
seulement les noyaux en bleu violet et un colorant acide cytoplasmique qui colore le cytoplasme

et les autres éléments cellulaire en rose.
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2.2. Recherche des mutations du gene EGFR par PCR en temps réel
2.2.1. Le test idylla de mutation EGFR

Le test de mutation Idylla™ EGFR, réalis¢ sur le systéme Biocartis Idylla™, est un test de
diagnostic in vitro pour la détection qualitative des mutations EGFR a partir de tissus humains
fixés au formol et inclus dans de la paraffine provenant d'un tissu de cancer du poumon non a
petites cellules (NSCLC).

C’est une plate-forme de diagnostic moléculaire entierement intégrée qui effectue
automatiquement toutes les étapes nécessaires de la PCR en toute rapidité et facilité d'utilisation
avec une sensibilité et des capacités de multiplexage élevées. Elle permet la détection sensible
de 51 mutations dont I'exon 18 (G719A/C/S), I'exon 21 (L858R, L861Q), mutations de lI'exon
20 (T790M, S768l), délétions de I'exon 19 et insertions de I'exon 20 dans I'oncogéne EGFR en
un seul test. Le processus complet prend moins de 2,5 heures et a un LOD de <5 % pour toutes
les mutations EGFR les plus répandues.

Le processus complet de liquéfaction de I'échantillon, de préparation des acides nucléiques,
dePCR en temps réel, danalyse des données et de création de rapports est entierement

automatisé.

FFPE, VD
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Data analysis
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Figure 25. Présentation générale du principe des dosages Idylla™*'
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2.2.2. Le principe de PCR en temps réel
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nucléigue spécifique.

Figure 26. Schéma représentent le principe de la PCR en temps réel %,

Dénaturation : les deux brins d'ADN sont séparés par chauffage (92° to 96°C).

Hybridation : en abaissant la température (50-70 °C), des amorces constituées de courts

fragments d'ADN viennent s'hybrider sur les brins d’ADN.

Elongation : une enzyme polymérase, la Tags polymérase, compléte la synthése du brin d'’ADN

a partir de I'amorce grace aux oligonucléotides présents dans le milieu de réaction.

-La technologie de la PCR en temps réel repose sur la détection et la quantification d’un

marqueur fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle a

la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR.

- En mesurant la quantité de fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre

la réaction PCR durant la phase exponentielle ou la premiere augmentation significative dans

la quantité d’amplicons est en corrélation directe avec la quantité initiale de la matrice cible.
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-Donc apres isolation de I’ADN,

les séquences géniques cibles sont amplifiées (amplicons) et,

si elles sont présentes, sont détectées au moyen de sondes pour hydrolyse fluorescentes. Le

signal de fluorescence augmente avec la quantité d’amplicons formés détectée ensuite par

I’unité optique d’un instrument de PCR en temps réel.

-La réaction de polymérisation en chaine en temps réel, ou quantitative, représente une méthode

rapide, sensible et spécifique pour la mise en évidence d’agents pathogenes.

-Par la détection directe de I’ADN ou de I’ARN de 1’agent pathogene, la PCR en temps réel

permet d’établir rapidement un diagnostic trés précis, et ainsi d’administrer a chaque patient un

traitement rapide et sélectif.

2.2.3. Principe de dosage Idylla™

LIQUEFACTION mommn

* Homogeénéisation d'échantillons solides/visqueux
en utilisant des réactifs chimiques, des enzymes, de la chaleur et
les ultrasons focalisés de haute intensité (HiFU).

LYSE
CELLULAIRE

* Perturbation des cellules, contenant des acides a analyser, en
utilisant des réactifs, enzvmes, chaleur et HiFU.

2
EXTRACTION )

* Filtration de I'échantillon lysé.
+ Extraction a base de silice ; épuration et concentration d'acides

ADN/ARN

nucléiques.

&

PCR EN TEMPS
REEL o))
AMPLIFICATION
ET DETECTION

\ 4

» Amplification en temps réel jusqu'a cing chambres PCR controlées
individuellement, contenant chacune 25 ul d'éluat.

*» Mélanges amorce/sonde et mélanges d'enzymes

pré-spotted dans chaque chambre PCR.y compris le mélange
amorce/sonde pour détecter/amplifier un témoin de traitement
d'échantillon

* Détection de 6 fluorophores différents par Chambre PCR,
permettant l'identification de jusqu'a 30 cibles moléculaires
différentes dans mode standard dans chaque cartouche.

RAPPORTS ET
ANALYSE DES

—t

» Interprétation compléte des résultats.
* Création automatique du résultat du test Idylla™ rapport.

DONNEES

Figure 27. Principe de dosage Idylla ™,
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2.2.4. Les etapes de realisation de I’étude du statut mutationnelle
d’EGFR

1. Générer votre demande de test

» Scannez ou entrez manuellement I'identifiant de I'échantillon.
» Scannez la cartouche et confirmez la demande de test.
2. Sélection du bloc contenant le tissu tumoral nécessaire a 1’analyse du statut mutationnelle
de ’EGFR.
> Les lames doivent contenir des coupes de 5 um d'épaisseur coupé a l'aide d'un
microtome.
3. Charger la cartouche
» Grattez une section FFPE de la lame de verre ou utilisez le rouleau FFPE.
» Prenez deux morceaux de papier filtres et les mouillez brievement dans de
I'eau distillé. Placez-les tous les deux sur une lame de microscope.
> Placez I'échantillon sur un morceau de papier filtre humidifié.
» Créez un sandwich avec le papier filtre et I’échantillon entre les deux et
I'insérez dans la cartouche.
» Pour un échantillon de biopsie liquide, pipetez le plasma directement dans la
cartouche.

4. Retirez le clip de protection et scellez la cartouche Idylla™ et chargez-la dans I'instrument.

Figure 28. Présentation des étapes de réalisation du test de mutation EGFR Idylla™?,
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2.2.5. Rapport et analyses des data

Le systéme Idylla™ rapport automatiquement les résultats de la recherche de muation EGFR

lequel inclue les mutations suivantes :

Exon 18 (G719A/C/S), exon 21 (L858R, L861Q), mutations de I'exon 20 (T790M, S768lI),
délétions de I'exon 19 et insertions de I'exon 20. Et sont illustrés dans le tableau des resultats

d’Idylla.
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Figure 29 : présentation des résultat d’une mutation de ’exon 19 rapporté par Le systéme Idylla™.

Num.de série de I'Instrument
Version logiciele instrument
Numeéro série console
Version du logiciel

Demende de test terminée
Début du test

Test términé

état cdu test

Opérateur

SER2378

26.0

COo0001554

4.3.0.380

20 Jan 2021(08.08)

20 Jan 2021(08.08)

20 Jan 2021(10.31)

Résultat publié:automatique,20/01/2021(10.31)
TECHNIQUE

Idvlla™ EGFR Mutation Test

GENOTYPEEGFR

L3s3R

AUCUNE MUTATION DETECTEE

SUPPRESSION DE L'EXON 19

MUTATION DETECTEE

TTo0M

AUCUNE MUTATION DETECTEE

GTISAIC/ AUCUNE MUTATION DETECTEE
INSERTION DE L’EXON 20 AUCUNE MUTATION DETECTEE
57681 AUCUNE MUTATION DETECTEE
L361Q AUCUNE MUTATION DETECTEE

CQ DU CONTROLE EGFR

26.17

Figure 30. Rapport du résultat du test Idylla™.
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2.3. Etude immunohisochimique

2.3.1. Technique d’immunohistochimie

L’immunohistochimie consiste a mettre en évidence divers antigénes (Ag) cellulaires, ou
extracellulaires, grace a des anticorps (Ac) spécifiquement dirigés contre eux, sur des
préparations cytologiques (immunocytochimie), ou sur des coupes de tissus congelés, ou fixes,
et inclus en paraffine.

En gros, I’'immunohistochimie est basée sur 1’affinité antigéne-anticorps. Il s’agit de déterminer
les dilutions et les temps d’incubation optima des anticorps primaires, anticorps secondaire et
des systemes de révélation. Et également de déterminer le meilleur moyen de démasquage des

sites antigéniques pour le blocage des sites aspécifiques.

>
>

>

OL/anticorps primaire J R } l&x

antigene d'intérét anticorps secondaire

.L/ \..

Figure 31. Principe de I’immunohistochimie.

2.3.2. Principe de Pimmunohistochimie

a) Immunohistofluoréscence directe. Le premier anticorps a pour e but de détecter
I’antigene.
b) (B-C) Immunohistochimie indirecte. Le deuxiéme anticorps reconnait le premier

anticorps et amplifie le signal.>

2.3.3. Protocole général d'immunohistochimie (IHC)

La préparation de I'échantillon de tissu revét une importance capitale car toute manipulation
inappropriée est susceptible d'altérer la structure du tissu, de réduire l'affinité de liaison de
I'anticorps, voire d'empécher totalement la liaison. L'objectif est de préserver le tissu proche de

ses conditions de vie réelle.
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Confections des coupes :
Réalisation des coupes du tissu infiltré de paraffine sur un microtome de 2 a 5 microns
d’épaisseur, puis leur étalement sur des lames.
Une fois les lames montées, elles passent au séchage dans une étuve pendant une journée
ou 1h a 60°.
Etiquetez les lames (mentionnez le numéro du malade plus ’anticorps demandg).
Déparaffinage : élimination de la paraffine par un passage du prélévement dans six
bains de xyléne de 5 min chacun.
Réhydratation des tissues : pour réaliser une réaction antigene/anticorps, il faut
réhydrater les sections dans des bains d’alcool a concentration décroissante
96%,80%,70% pendant 5min chacun, puis rincez a I’eau du robinet.
Démasquage de ’antigéne : Ce traitement permet de rendre accessibles-les épitopes
masqués naturellement ou a la suite de la fixation afin d’assurer la liaison anticorps-
antigene, Ce démasquagee avant I’incubation aux anticorps s’avere particulierement
recommander pour la détection des divers récepteurs dans le cas d’échantillons inclus
a la paraffine. Différentes méthodes sont possibles a haute température : la cocotte-
minute, le four a micro-ondes et le bain-marie.

Les lames disposées sur un portoir sont Immergées dans un bac contenant une solution
de démasquage (TRS= Target Retrieval Solution 50x), qui est ensuite incubeza 96°-
98°C dans un bain-marie pendant 40 minutes.

Une fois retirer de bain marie, Laissez refroidir 20 min.

Rincez bien les lames a I’cau distillée puis au TBS (Tris Buffer Saline) pendant 5 min.
Préparation d’une chambre humide qui contient de la gaze mouillée.

Faites une délimitation des zones de traitement tissulaire, & 1’aide d’un marqueur
hydrophobe nommeé “dako pen” (hydrophobic pen) sur les lame silanisées chargées.
Pour délimiter et tenir le produit

La technique de IHC :

Blocage : Déposez de H202 3% (qui permet d’éviter aux anticorps de se fixer de
maniere non spécifique ailleurs que sur les antigenes) et les laisser reposer 5a10min sur
un gaz mouillé (chambre humide) puis rincer a I’eau distillée.

Lavez dans 3 récipients du tampon TBS de lavage pendant 5 min.
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Incubation de I’anticorps primaire : Application un volume suffisant pour couvrir la
coupe de tissu de I’anticorps primaire (TTF1, P63) ensuite incubé pendant 30 min dans
la chambre humide, suivi par un Lavage dans le tampon TBS.

Incubation de I’anticorps secondaire : Appliquez I'anticorps secondaire (HRP :
polymére d’enzyme) incubé pendant 30 min dans la chambre humide.

Lavez 3 fois dans le tampon TBS pendant 5 min.

Ajoutez 1 a 2 gouttes du substrat dans 1ml du chromogéne (DAB) et appliquez aux
lames et incubé 5 min puis rincez a I'eau distillée.

Contre coloration : Colorez a I'nématoxyline pendant 5 & 9 min.

Ajoutez de I’ammoniac dans un bac contenant de I’eau du robinet et y immergez les
lames ensuite rincé a 1’eau distillée.

Déshydratez le tissu dans 2 bains d‘alcool benzylique a 96% pendant 5 minutes
chacun.

Lavez le tissu dans 2 bains de xyléne pendant 2 minutes chacun.

Montez la lame pour I'observation.
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Chapitre 111 Résultats

1. Caracteéristiques de la population étudiée

Le sexe : La population étudiée comprend 19 patients dont 8 sont de sexe féminin
(42%) et 11 de sexe masculin (58%) avec un sexe ratio de 1.37 H/F.

femmes
42%

M hommes

hommes M femmes
58%

Figure 32. Distribution des patients par sexe.

L’age : L age de cette série de patients varie entre 45 et 80 ans, et pour un effectif de 17 patients

I’dge moyen est de 63.64 ans. Précisons que 1’dge n’a pas été mentionné chez 2 patients.

M hommes Hfemme I l

[45-50] [50-60] [60-70] [70-80]
M hommes 1 2 5 2
Hfemme 1 4 0 2

Figure 33. Répartition des patients par tranche d’4ge et par sexe
Le statut tabagique : Le statut tabagique n’a pas pu étre recueilli pour 8 patients. Parmi les
10 patients restants, 3 d’entre eux étaient fumeurs dont 1 était un fumeur passif. Et 7 non-

fumeurs.
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2. Profil histologique

Type histologique : Nous avons constaté que 100% des patients manifestaient 1’aspect d’un

carcinome bronchique non a petit cellule en faveur d’un adénocarcinome broncho- pulmonaire.

Septa, inter-
Alvéolaire

Alvéole

Plage de
cellules
tumorales

Figure 35. Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx4).

Vue microscopique au faible grossissement montrant un parenchyme pulmonaire siége d'un adénocarcinome
agencé en plage
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Cellules
tumorales

Noyau hyper-
chromatique

Figure 37. Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx40).

Vue microscopique au fort grossissement montrant des cellules tumorales de tailles et de formes variables, aux
noyaux volumineux hyper-chromatiques et anisocaryotiques.
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Amas de
cellules
tumorales

Figure 38. Biopsie bronchique d’ Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx4).

Vue microscopique au faible grossissement montrant une prolifération tumorale agencée en amas

Amas de
cellules
tumorales

Figure 39. Biopsie bronchique d’Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx10).

42



Chapitre I11: Résultats

Figure 41. Biopsie bronchique d’Adénocarcinome
pulmonaire TTF1 positif marquage nucléaire intense
et diffusion des cellules tumorales IHC (Gx4).
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Aux Noyaux
anisocaryotiques

Figure 42. Biopsie bronchique d’ Adénocarcinome
Pulmonaire TTF1 positif IHC (Gx40).
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Cas 3 :

Travées de
cellules
tumorales

Amas de
cellules
tumorales

Figure 43. Biopsie bronchique d’ Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx4).

VVue microscopique au faible grossissement montrant un adénocarcinome pulmonaire agencé en amas, en travées
de cellules tumorales

Travées de
Cellules
tumorale

Amas de
Cellules
tumorales

Figure 44. Biopsie bronchique d’ Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx10).
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Cellules au N/Cf

Figure 45. Biopsie bronchique d’ Adénocarcinome pulmonaire HE (Gx40).

Vue microscopique au fort grossissement montrant des cellules tumorales de taille variable aux noyaux
irréguliers

Figure46. Biopsie bronchique d’ Adénocarcinome pulmonaire TTF1 positif IHC
(Gx40).
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3. Résultats de la technique de la PCR

Au sein de la population étudiée, sur les 19 échantillons ou I’analyse a été réalisée, 9
mutations du gene EGFR étaient détectées. Soit 47% des cas, la recherche des mutations n’a
pas pu étre réalisée en raison de I’insuffisance en matériel tumoral chez 3 cas, soit dans 16 %
de la population étudié et L’analyse a contribué a des résultats négatifs dans 7 patients soit dans

37 % des cas.

résultat non
concluant
16%

EGFR+
47% M EGFR+

W EGFR-

M résultat non concluant
EGFR-
37%

Figure 47. Nombre de patients qui manifestent la mutation EGFR.

Tableau 8. Répartition du nombre de mutation par patient.

Patients Nombre de mutation Sexe F/IM
1 1=délétion de I’exon 19 M
2=exonl18 (G719/A/CIS) M
Exon20=S768lI
1=délétion de I’exon 19
1=exonl18 (G719/A/C/S)
1= délétion de I’exon 19
1=insertion de I’exon 20
1= délétion de I’exon 19
1= délétion de I’exon 19
1=délétion de I’exon 19

N

7

-
E_ ]
]
& ]
E ]

v Les mutations de I’exon 19 et I’exon 21 sont les mutations de I'EGFR les pluscourante,
dans notre étude nous remarquons la présence de suppression de I’exon 19 chez 60%
des cas et absence de mutation de 1’exon 21.

v' Les mutations de I’exon 18 (G719X) et I’exon 20 (S768I) sont quant a eux Des
mutations peu fréquentes, la mutation (G719X) de I’exon 18 est présente chez 20% des
cas, également 2 mutations de 1’exon 20, une mutation S768I et une insertion sont
présente chez 20% des cas.

v En outre, une mutation composée, combinaisons de 2 mutations peu communes G719X
/ S768lI a etai détectée.
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NOMBRE DE MUTATIONS

B nombre de mutations

PATIENT 1 PATIENT 2 PATIENT 3 PATIENT 4 PATIENT 5 PATIENT 6 PATIENT 7 PATIENT 8 PATIENT 9

Figure 48. Répartition de mutations par patients.

v Nous avons noté que 8 patients (89%) présenté 1 mutation chacun et 1 patient porteur
de 2 mutations représentant (11%) des cas.

femelle
44%

male
56%

Figure 49. Répartition des mutations par sexe.

3.1. Type de mutations du géne de PEGFR trouves

Les résultats du test de recherche des mutations EGFR s’est avéré positif chez 9 patients soit
47% des cas, sur les 9 patients, ou I’analyse a été réalisée, il a été détecté 10 mutations du gene
EGFR.

e EXxon 18 Il a été détecté 2 mutations G719A de I’exon 18 soit 20%.

e EXxon 19 Il a été détecté 6 suppressions de I’exon 19 soit 60%.

e EXxon 20 Il a été détecté 2 mutations de I’exon 20, 1 mutation S768I et uneinsertion
soit 20%.

e EXon 21 Aucune mutation de I’exon 21 n’a été détectée soit 0%.
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Figure 50. Répartition des mutations du géne EGFR.

4. Etude immunohistochimique
Un aspect morphologique et un profil immunohistochimique d’un carcinome non a petites

exon 19

cellules en faveur d’un adénocarcinome convient a I’expression de TTF1+ et P63- .

Pour prouver le diagnostic posé I’étude de I’expression de TTF1 et P63 a été réalisé.

Ck7/ck20 et wtl ont notamment été analysés chez un groupe de cas.

Les résultats de 1’étude immunohistochimique figurent chez 15 cas sur 19 de notre série de

patients.

Tableau 9. Tableaux résument le profil mutationnel EGFR et le profil immunohistochimie chez une série de 19

patients.

RESULTAT NON CONCLUANT
EGFR+
EGFR+
EGFR+
EGFR-
EGFR-
EGFR-
EGFR-
EGFR+
RESULTAT NON CONCLUANT
EGFR+
EGFR+
EGFR-
RESULTAT NON CONCLUANT
EGFR+
EGFR+
EGFR-
EGFR-
EGFR+
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P63-/TTF+
TTF1+
TTF1+/P63-
CK7+CK20-P63-
TTF1-
TTF1+P63-
TTF1+
TTF1+/P63-
CK7+/TTF1-/P63-

TTF+/CK7+/CK20-
CK7+/CK20-
TTF1+

TTF1+/P63-
CK7+/TTF1-/P63-
TTF1+/CK20-



Chapitre 1V :
Discussion



Chapitre IV : Discussion

Chapitre IV Discussion

Ce travail est une étude rétrospective mené au service d'anatomie et de cytologie pathologique
ISSAAD HASSANI Beni Messous, concernant I'étude du statut mutationnelle EGFR chez une
série de 19 patients atteints d'adénocarcinome pulmonaire par PCR en temps réel utilisant
logiciel nouvellement établi Idylla. Les résultats obtenus ont été récupérés de dossier provenant
de l'archive du service d'anatomie et de cytologie pathologique dans une durée de 14 mois du
janvier 2021 au février 2022.

Nos Résultats sont en désaccord avec le littérateur qui conclut que 1’adénocarcinome
pulmonaire touche essentiellement la population féminine, prés de 50-65% des femmes
souffrant d’un cancer du poumon ont un adénocarcinome. Alors que représentent 25-40% chez

I’homme.!

Egalement autre recherche & mentionner qu’un tiers des patients sont des femmes, prés de 35
% des patients touchées par un cancer du poumon en 2020 sont, en effet, des femmes. La
proportion était a 16 % en 2000. « Jusqu’a présent, le profil classique du cancer bronchique
était un homme ouvrier fumeur. Ce n’est plus le cas. On peut méme parler d’une

pandémie mondiale de cancer du poumon chez les femmes » selon Didier Debieuvre.?

Aux Etats-Unis, la maladie est déja la premiére cause de mortalité par cancer chez la femme.
En France, il s’agit de la deuxiéme cause aujourd’hui. « C’est directement lié a
I’augmentation du tabagisme chez les femmes et a un tabagisme plus tardif, assureDidier

Debieuvre.?

v’ Cette différence trouve son origine dans des différences quantitatives entre les différents

sexes dans les séries étudiées.

On observe d’aprés le résultat obtenu que 1’adénocarcinome pulmonaire est le type de CBNPC
plus fréquente, qui est relative au d’autres recherches qui montre que les sous-types les plus
fréquemment rencontrés sont dans un 1’ordre décroissant, les adénocarcinomes (40- 60%), les

carcinomes épidermoides (30-40%) et les carcinomes a grandes cellules (10%).5

On observe que notre résultat est en accord avec une recherche de 2017 en France

métropolitaine qui a trouvé que pour les personnes agees de 85 ans et plus, 37 305 déces par
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cancers sont estimés, soit 24,8 % de 1’ensemble de la mortalité par cancer. Chez ’homme, le

cancer du poumon (14 198 décés), Chez la femme, cancer du poumon (6 306 déces).®

De méme, La survie nette a 10 ans dans les cancers du poumon est de 9 %, tous ages confondus.
Elle passe de 17 % pour les sujets de 15-44 ans (13 % chez I’homme et 25 % chez la femme) a

5 % chez les 75 ans et plus (5 % chez I’homme et 4 % chez la femme).?

v" Cette similarité due a ’augmentation réguliére de I’incidence du cancer bronchique au
cours de la vie et un pronostic tres sombre qui est lié a la longue latence de ce cancer
qui est souvent diagnostiqué a un stade tardif. La maladie toujours diagnostiquée a un

stade trop avancé diminue la chance de la survie et de la guérison.

L’aboutissement a notre résultat se conforme a plusieurs travaux réalisés qui élucident que le
tabaca beau étre 1’un des premiers facteurs de risque dans le développement du cancer du
poumon, il est loin d’étre le seul. Les personnes n’ayant jamais touché a une cigarette

de leur vie peuvent donc étre concernées par cette maladie.

Chez les patients du cancer du poumon, la proportion des non-fumeurs a passé de 7,2 % en
2000 a 12,6 % en 2020, selon une nouvelle étude dévoilée lors du Congres de pneumologie de

langue frangaise, qui s’est tenu du 21 au 23 janvier.?

Les scientifiques rencontrent encore des difficultés a livrer une explication solide a cette
augmentation, mais plusieurs hypotheses sont avancées. « La part des non-fumeurs augmente
dans toutes les tranches d’age, surtout chez les personnes dgées. Si on est optimiste, on
pourrait dire que peut-étre la lutte contre le tabagisme commence a porter ses fruits »,
éclaire le docteur Didier Debieuvre, investigateur de 1’étude et chef du service de pneumologie

de I’hopital Emile Muller a Mulhouse.?

« L’autre raison probable, c’est que la proportion des personnes agées augmente dans la

population et tout simplement le risque de cancer augmente naturellement avec ’Age. »?

En France, on estime qu’une personne sur quatre atteintes d’un cancer du poumon n’a jamais
fumé. Ce cancer bronchique du non-fumeur est la septieme cause de mortalité par cancer dans

le monde et au neuviéme rang chez les femmes en Europe.*

Au Royaume-Uni, ou a été menée la présente étude, les chercheurs estiment qu’environ

"6 000 personnes qui n’ont jamais fumé meurent chaque année d’un cancer du poumon”,
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avance le professeur Paul Cosford, directeur de la protection de la santé et directeur médical,
Public Health England.*

Il peut également survenir chez les non-fumeurs. Ces derniers représentent entre 10% et 25%
des cas. Dans une nouvelle étude, publiée le 6 septembre 2021 dans la revue Nature Genetics,
des chercheurs américains du National Cancer Institute (NCI) se sont penchés sur ces patients
et ont décrit pour la premiére fois trois sous-types moléculaires de cancer du poumon, auxquels
ils ont attribué des noms musicaux : piano, mezzo forte et forte chez des personnes n'ayant

jamais fumé.*®

v" Cette ressemblance expliquée comme suite, pendant trop longtemps, le cancer du
poumon n'a été considéré que comme une maladie liée au tabagisme, mais comme le
montrent ces travaux y a la nécessité de poursuivre les recherches sur le cancer
bronchique du non-fumeur, mais aussi d’attirer 1’attention sur les facteurs de risque
sous-jacents que constituent, par exemple, le tabagisme passif et I’exposition
professionnelle a des agents cancérogénes, le radon ou la pollution extérieure?, les
facteurs hormonaux chez la femme ou encore les facteurs génétiques ou alimentaires.?

Ainsi que, 40 % des cancers bronchiques du non-fumeur restent inexpliqués.

Une mutation du géne de I’EGFR a été retrouvée chez le tiers de nos patients porteurs d’un
adénocarcinome pulmonaire malgré leurs statut tabagique et moyenne d’age qui est en
arrangement avec d’autres travaux qui clarifier que les patients atteints de cancers du poumon
avec des mutations de I'EGFR ont tendance a avoir peu ou pas d'antécédents de tabagisme. Mais
des mutations de I'EGFR peuvent apparaitre chez les patients atteints d'un cancer du poumon

avec différents sous-types et antécédents de tabagisme. °

Dans une étude la fréquence des mutations de I’EGFR était de 40% chez les non-fumeurs et 7%
chez les fumeurs. Enfin, ladite fréquence était de 16 % dans les adénocarcinomes et de 3

% dans les autres formes histologiques.®

Aussi une autre étude a démontré que la présence d’une mutation est plus fréquente chez
certaines catégories de patients. Elle se retrouve, en effet, plus souvent chez les femmes, les
non-fumeurs, les personnes d’origine asiatigue ou chez les personnes atteintes

d’adénocarcinome.’

> Les mutations de classe | comprennent de courtes délétions comme dans I'exon 19. Les

mutations de classe Il sont des substitutions d'un seul nucléotide qui peuvent se
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Produire dans les exons 18 a 21. Mutations de classe 111 sont des duplications et/ou des
insertions dans le cadre qui se produisent principalement dans I'exon 20. Parmi toutes
les mutations du domaine TK, 85 a 90 % sont des délétions de I'exon 19 de classe | et
des mutations de I'exon 21 L858R.2

La mutation EGFR est présente quasi exclusivement pour les adénocarcinomes.® Parmi les
mutations de I’EGFR détectées, dans notre étude, la mutation de I’exon 19 est la plus fréquente
représentant 60 % des cas. Ensuite les mutations de 1’exon 18 présenté chez 20 % des cas ainsi
que I’exon 20% et Les mutations de I’exon 21 représentent 0 % des mutations identifiées. Nos
résultats rejoignent les données de I'Institut national du cancer (INCa), qui a retrouvé 55 % des
mutations identifiées sont localisées sur I’exon 19 du géne EGFR, également en France plus
précisément en Lorraine. Parmi les mutations de ’EGFR détectées, la mutation de 1’exon 19

est la plus fréquente et représente 57,3 %.53

Dans notre étude, nous avons noté que la mutation d’exon 19 est la plus courante. Nos résultats
rejoignent ceux de Clinical Cancer Research “Truini et al.” en 2019 qui a retrouvé les
mutations des délétions de I'exon 19 de 'EGFR (Ex19Del) représentent environ 60 % des
mutations de I'EGFR associées au cancer du poumon et comprennent un groupe hétérogéne de
mutations. Bien qu'ils soient associés aux avantages des inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK),

la sensibilité relative aux inhibiteurs des mutations Ex19Del individuelles est inconnue.'®

Délétions de I'exon 19 et mutations ponctuelles dans I'exon 21constitue 80— 90% des mutations
EGFR, Ces mutations sont connues sous le nom de mutations communes. Cette littérature est
en accord de nos résultats a propos de la premiére partie qui parle de la fréquence des mutations
d’exon 19, mais en désaccord avec la deuxiéme partie concernant la mutation d’exon 21. Cette

dissemblance revenir toujours au nombre des patients étudiés.

» En Pilsen une étude sur les mutations de ’EGFR a trouvé que les mutations peuvent
également se produire en combinaison, soit sous la forme de deux mutations communes,
communes et rares ou de deux mutations rares ensemble. Les chercheurs de ce travail
Martin Svaton, MD, Ph.D et al. Présentons un rapport de cas d'un patient avec deux
mutations rares traité par gefitinib.!* qui correspondant a notre cas a doublé mutation

trouvé.
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Dans nos résultats, Nous avons remarqué la présence d’une mutation rare chez 1 patient qui
rejoignent ceux de I’expérience de La mutation EGFR au niveau d’une entreprise
pharmaceutique suisse “Roche Holding” Etablie en janvier 2021 qui est en accord avec notre
résultat obtenu, il existe quelques types de mutation rares qui sont traités différemment de ceux
des mutations EGFR les plus courantes. L'exemple majeur de cela dans le cancer du poumon
est I'insertion de I'exon 20 de I'EGFR. Il s'agit d'un type de mutation EGFR qui ne répond pas
au traitement typique du cancer du poumon EGFR-positif, appelé inhibiteurs de la tyrosine
kinase ou ITK, peuvent recevoir une chimiothérapie ou le médicament de thérapie ciblée

Amivantamab-vmjw.>

Des données de la littérature qui vont dans le sens de nous résultat d’une double mutation 18
et 20 a la fois, au Japon Naokata Kutsuzawa et al. En septembre 2020, constate que la
suppression de I'exon 19 et la mutation L858R dans I'exon 21 sont les mutations EGFR les plus
courantes. Des mutations peu fréquentes, telles que G719X, S768I et L861Q, et des mutations
composées, combinaisons de 2 mutations communes ou peu communes, ont egalement été

rapportées.

Une autre étude francaise rétrospective sur mutations de I'EGFR des exons 18 et 20 : a montré
que ces mutations représentent jusqua 10 % des mutations de I'EGFR, et seraient

respectivement plus fréquentes chez les fumeurs et les non-fumeurs.*2

Selon I’étude THC, un marquage par des marqueurs moléculaire (TTF1, CK7) est positif réfere

a ’adénocarcinome.

Le facteur de transcription TTF-1 (thyroid-transcription factor-1) TTF-1 est un des genes de
régulation du développement pulmonaire. Son expression est corrélée au degré de
différenciation cellulaire dans les cancers pulmonaires non a petites cellules. TTF-1 est
spécifiqguement exprimé dans les adénocarcinomes pulmonaires et dans les 3 formes acinaire,
papillaire et bronchioalvéolaire. De plus, TTF-1 semble étre impliqué dans la prolifération des

adénocarcinomes pulmonaires.®

Plusieurs études rétrospectives ont été réalisées pour déterminer la valeur pronostique de TTF-
1 dans les carcinomes pulmonaires et particulierement dans les NSCLC. Certaines études
montrent que la présence de TTF-1 dans les NSCLC est associée a un mauvais pronostic mais
plusieurs autres s’accordent pour dire que son expression est associée a un bonpronostic : plus

son expression est forte, plus le pronostic est favorable. De plus, les études
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d’Anagnostou et al. Et Barlesi et al. Montrent que les patients atteints d’adénocarcinomes de
type 1, positifs pour TTF-1, ont un meilleur taux de survie que ceux n’exprimant pas TTF-1.
Enfin, Barletta et al. Concluent qu’une perturbation de son expression (absence ou

surexpression) est de moins bon pronostic.:

TTF-1 est donc un bon marqueur diagnostic dans les cancers pulmonaires, il permet de
discriminer une tumeur pulmonaire primaire de celle d’'une métastase dans le poumon. S’il est
normalement exprimé, il est défini comme un facteur de bon pronostic dans les NSCLC mais

sa valeur pronostique dans les SCLC reste a prouver.*3

La cytokératine CK7 est exprimée dans les cancers pulmonaires. CK7+/TTF1+ étant observée dans

environ 85 % des cancers pulmonaires.'*

54



Conclusion et
perspective



Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

A la fin de ce travail, nous avons atteint I'objectif important d'analyser le statut mutationnel
del'EGFR dans l'adénocarcinome, qui a permis l'identification des mutations de 'EGFR dans le
but de fournir les thérapies les plus appropriées et ciblées pour réguler les voies de signalisation
impliquées dans le processus oncogéne de I'EGFR dans le cancer du poumon.

Aussi, pour clarifier les caractéristiques histologiques et moléculaires du carcinomebroncho-

pulmonaire.

Représentant La cause principale de mortalité dans le monde par cancer, cela principalement
en raison du diagnostic non seulement retardé, mais aussi a un stade avancé. Le cancer
pulmonaire non a petites cellules (NSCLC) représente 85% des cancers pulmonaires, et

I’adénocarcinome est le type histologique le plus rencontre.

Le récepteur EGFR est exprimé par la plupart des NSCLC. Son importance relative dans la

carcinogenése et la progression tumorale semble varier grandement.

La recherche de mutations du gene EGFR est essentielle pour la décision thérapeutique devant
un adéenocarcinome (ADK) pulmonaire, parce que connaitre le statut EGFR muté est nécessaire
pour proposer un traitement par les inhibiteurs de la tyrosine kinase anti-EGFR adéquat. Donc

Il est crucial d’avoir un diagnostic moléculaire afin de pouvoir initier une thérapie ciblée.

Bien que le tabac soit la principale cause de cancer du poumon, les agents cancérigénes
environnementaux, tels que le radon, la pollution de I'air ; la bronchite chronique, jouant unréle
de plus en plus important dans le développement de cette maladie, soit de maniere
indépendante, soit par des effets additifs ou multiplicatifs. L’altérations de divers genes est

également impliqués.

L’EGFR transmet les signaux de prolifération et de survie cellulaires, et joue un role clé dans
la pathogenese et le traitement du cancer du poumon non a petites cellules. La présence d’une

mutation EGFR est un facteur prédictif de la réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK).

Toutes les mutations étant des mutation seul ou combiné n'entrainent pas les mémes effets :

certaines mutations sont associées a une résistance aux ITK.
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Le traitement avec des inhibiteurs de la tyrosine kinase du récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR-TKI) par blocage de ses voies de signalisations représente la meilleure
approche pour améliorer le taux de survie des patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire
muté par 'EGFR. Savoir comment réduire la toxicité des traitements est essentiel pour une

gueérison réussie

Cependant cette approche thérapeutique est limitée en raison du développement de larésistance
aux ITK-EGFR comme la mutation EGFR T790M dans I'exon 20 qui est l'altération la plus

fréquente associée au développement de la résistance acquise

Comprendre et rechercher les altérations moléculaires, ainsi que détecter la mutation EGFRde
résistance T790M dans l'exon 20 est une priorité ¢élevée, Tout dans 1’espoir d’augmenter

considérablement les taux de guérison du cancer du poumon.

Une bonne communication clinicien-patient et la une coopération étroite entre les spécialistes
devrait également devenir I'étalon-or dans les soins cliniques complets des patients atteints

d’adénocarcinome avanceé recevant des ITK.
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Annexes

Annexe | :Matériel non biologique utilisé

Matériels pour le teste Idylla™ EGFR

— Test de mutation Idylla™ EGFR.

— Cercle de papier filtre qualitatif (ex : Whatman™ Grade 1, diametre : 10 mm, taille des
pores : 11 um), (marque)

— lames de Microscope

— Eau distillé.

— Lames de rasoir stériles pour microtome.

— Pinces nettoyeées et stérilisées pour transférer la coupe FFPE.

— Centrifugeuse de laboratoire avec rotor a godets oscillants atteignant au moins 2000g
— Microtome de laboratoire pour couper les blocs FFPE

Matérielles pour la technique d’immun histochimie

Tampons et réactif Matériels de laboratoire

Eau distillés et eau de robinet Bacs

TRS(tris bufferd saline) Etuve,microtome, bain-marie
TBS(Target Retrieval Solution 50x) Lame de microscope

Substrat + chromogéne DAB Micropipette

Anticorp primaire De la gaz pour la chambre humide
Anticorp secondaire Hydrophobic pen (dako pen)
H202(Le peroxyde d'hydrogene)

Xyléne et alcool

Hémtoxyléne pour la contrec oloration

En pratique I’anatomie pathologique concerne les prélévements cytologiques, les
prélevements biopsiques, les pieces opeératoires et les autopsies. Elle comprend différentes
techniques :

= Lamacroscopie

= L'histologie

= Lesexamens extemporanés
= Lacytologie

= L'immuno-histochimie

Les Etapes :
}

- L’examen macroscopique détaillé est une

[l ¢ partie essentielle de I’étude d’une piéce

i 1 opératoire : la piece est examinée, mesurée,
pesée, palpée puis disséquée.

Annexe Il : L'anatomie pathologique macroscopique (ou macroscopie), effectuée a I'eeil nu
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Le prélevement est décrit et mesuré et, éventuellement, schématisé ou photographié (selon des
protocoles pré-établis pour chaque organe). Ensuite, les fragments de petite taille (biopsie,
etc) sont mis en totalité dans une cassette plastique. Pour les grosses pieces, on sélectionne
des tranches d’intérét suivant le protocole adapté a la pathologie.

4+ Encas d’échantillon dédié a I'THC, il est recommandé de le prélever d’emblée et de le
fixer avant 1’étude macroscopique compléte de la piéce.

4+ La fixation est indispensable pour conserver la morphologie cellulaire, elle doit étre
immédiate ou au moins tres rapidement débutée apres 1’obtention du prélévement. La
durée de la fixation dépend de la taille du prélevement : au minimum 2 a 5 heures pour
une biopsie et 48 heures pour une piéce opératoire.

Les étapes suivantes sont effectuées dans le but d'obtenir des coupes de tissus colorées a partir
des fragments précédemment mis en cassette, afin de les observer au microscope.

Annexe 111 : Automate ancienne éénération de déshydratation/hydratation

-_—— A

On effectue le moulage du prélévement dans un
bloc de paraffine

Annexe 1V: Paraffinage (L'imprégnation en paraffine)

Les prélevements (contenus dans les cassettes) ont préalablement été fixés en formaldéhyde
ou en AFA (Alcool/Formol/Acide acétique) ce qui permet la conservation morphologique des
structures tissulaires et cellulaires. Ensuite on remplace 1’eau des prélevements par de 1'alcool
(déshydratation), puis par du xylene et enfin par de la paraffine fondue. Cette imprégnation
est effectuée dans un automate. Le cycle dure environ quatorze heures, ce qui explique que les
résultats ne peuvent étre adressés au plus tét que le lendemain.
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La microtomie : Apres refroidissement et
démoulage des blocs de paraffine, on y fait des
coupes de 4 a 5 um d'épaisseur (grace a un
microtome) pour obtenir une seule couche de
cellules. Ces coupes s'attachent les unes aux
autres pour former un ruban.

Annexe V : Le microtome
I |

Ty
e BN
. =

Quelques coupes du ruban sont étalées sur des
lames a l'aide d'eau, sur une platine chauffante.

Annexe VI : le montage / I'étalement

+ Seéchage des lames a I'air chaud, les lames placées dans un seche-lames quelques
minutes pour augmenter 1’adhérence des coupes sur les lames.

La coloration de routine (HES) est effectuée
dans un automate. Aprés déparaffinage puis
réhydratation, les coupes sont colorées par des
passages dans des produits chimiques afin de
différencier par des couleurs les composants du
prélevement (noyaux, cytoplasmes etc.).

Annexe V11 : Coloration
+ Ensuite, Le montage, apres déshydratation, y a la colle d’une lamelle tres
fine sur la lame avec une goutte de baume/colle, pour une Lecture et
interprétation et examinées au microscope.
#+ Archivage : Les lames et les blocs sont conservés indéfiniment.
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= Compte-rendu : un compte-rendu dactylographié est adressé dans le
service. Il est archivé sur ordinateur avec les renseignements cliniques et les
conclusions codées.

: G719A : c.2156G>C
Exon 18 ¢ G719C . C.2155G>T: €.2154_2155delinsTT
: . c.2155G>A

€.2238_2248delinsGC
€.2239_2248delinsC

Del9
€.2240_2248del
€c.2239_2247del
2 1deli
Dell2 €.2239_2251delinsC

€.2240_2251del

€.2235_2249del

: : €.2236_2250del
Exon 19 : €.2239_2253del

: I €.2240_2254del
€.2238_2252del
€.2237_2251del
€.2235_2252delinsAAT
€.2237_2252delinsT
c.2234_2248del
€.2236_2253delinsCTA
€.2237_2253delinsTA
€.2235_2251delinsAG
€.2236_2253delinsCAA
€.2230_2249delinsGTCAA

DellS

€.2240_2257del
€.2237_2255delinsT
€.2239_2256del
€.2236_2253del
€.2239_2258delinsCA
! ¢2237_2254del
Del8 : ¢2238_2255del
: ¢ €.2237_2257delinsTCT
Exon 19 ¢ €2236_2255delinsAT
:  ¢.2236_2256delinsATC
€.2237_2256delinsTT
€.2237_2256delinsTC

€.2235_2255delinsGGT

€.2238_2258del
€.2236_2256del

€.2369C>T

c.2303G>T

Exon 20 insG c.2310_231insGGT
insASVY i ¢2308_2309insGCCAGCGTG
insASVI i ©2308_2311delinsCCAGCGTGGAT
insSVD { c.2311_2312insGCGTGGACA
insH ¢ €.2319_2320insCAC
i c.2573T>G
: L858R ¢ ¢.2573_2574delinsGT
Exon 21  c.2573_2574delinsGA

Annexe VIII : ies mutations EGFR détecte par le test Idylla™,
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Annexe IX : Représentation des réactifs, tampon de lavage, solution de blocage (photo prise
au centre hospitalo-universitaire ISSAD HASANI).

TRS (Target retrieval solution high PH 50X°).

L’anticorps secondaire (HRP : polymére d’enzyme).

L’anticorps primaire (TTF1, P63).

Réactif de blocage de la peroxydase.

Solution de lavage TBS 20X.

mmoow>»

Annexe X : Automates d'Immuno-histochimie Annexe X1 : Systéme de test moléculaire
(Le BenchMark ULTRA). basé sur la PCR en temps réel entiérement



