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Résume :

Les tumeurs du sein surexprimant HER2 représente environ 15-20% des cancers du sein et
définie par des caractéristiques pathologiques agressives et un taux €levé d’événements
métastatiques. Le but de notre étude est d’évaluer la réponse histologique compléte apres une
chimiothérapie néoadjuvante associant a du trastuzumab dans les cancers du sein
surexprimant HER2, pour cela nous avons fait étude rétrospective de 75 patientes atteintes
d’un cancer du sein surexprimant HER2, ayant re¢u une chimiothérapie néoadjuvante associés

a du trastuzumab (Centre Pierre et Marie Curie).

Pour évaluer la réponse du traitement une étude immunohistochimie a la recherche du
statut hormonale et de la surexpression d’HER?2 a été effectuée. L’age de nos patientes s’étend
de 27 a 73 ans (moyenne : 46 ans). Les types histologiques étaient largement dominés par le
carcinome canalaire infiltrant (79 %). Le statut des récepteurs hormonaux évalue sur
microbiopsie étaient positif chez 52% et négatif chez 48% de nos patientes. Le grade SBR

majoritairement retrouvé est le grade 11 avec 69%.

Au sein de notre cohorte une réponse histologique compléte de nos patients a été obtenue avec
un taux de 31 %(23 patientes), La réponse histologique était modérée pour 13 patientes (18
%), partielle pour 26 patiente (36%) et absence de réponse chez 11 patientes (15%).

Nous n’avons pas trouvé des associations statistiquement significatives entre 1’expression de
la réponse pathologique compléte avec 1’age, la taille tumorale, le grade histologiques SBR,
I’index Ki67 et les récepteurs hormonaux. Nos résultats concordent généralement avec ceux

de la littérature.

Mot clés
Cancer du sein, HER2, Trastuzumab, Réponse pathologique compléte, chimiothérapie

neoadjuvant



Abstract:

HER2-positive breast cancer represents about 15-20% of breast cancer and is defined by
aggressive pathological characteristics with a high rate of metastatic events. The purpose of
our study is to assess and evaluate the pathologic complete response after neoadjuvant
chemotherapy with Trastuzumab in HER2-overexpressing breast cancer. For this we did a
retrospective study of 75 breast cancer patients over expressing HER2 who have received

neoadjuvant chemotherapy associated with Trastuzumab at Centre Pierre and Marie Curie.

To assess the response of treatment, an immunohistochemistry study in search of the statute
hormonal and over expression of HER2 was carried out. The age of our patients ranged from
27 to 73 with a mean age of 46 years. Histological types were largely dominated with invasive
ductal carcinoma (79 %). 52% of the patients were positive for hormonal receptors and

negative in 48%. The grade SBR was largely dominated by grade Il (69%).

A pathologic complete response of 23 (31%) of our patients was obtained. The pathologic
complete response was moderate for 13 patients (18%), partial for 26 patients (36%) et no
response in 11 patients (15%).there was no association found between the pCR rate with age,
the size tumor, the grade histological SBR, Ki67 index and hormonal receptors. Our results

were consistent with those of the literature

Keywords
Breast cancer, HER2, Trastuzumab, Pathologic complete response, neo adjuvant

chemotherapy
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GLOSSAIRE

Activité génitale : C 'est la période comprise entre la puberté et la ménopause ( autrement dit
celle ou la femme peut avoir des enfants).

Adénopathie : augmentation, douloureuse ou non, de la taille d'un ganglion qui devient dur
et, parfois, enflammé. Une adénopathie peut étre provoquée par une infection ou par la
migration de cellules cancéreuses qui proviennent d'un organe ou d'un tissu voisin.
Anatomopathologiste : médecin spécialiste qui examine au microscope des cellules* et des
tissus® prélevés sur le patient. Son rdle est déterminant pour le diagnostic et 1’orientation du
choix des traitements lors de la reunion de concertation pluridisciplinaire. Il est aussi appelé
pathologiste.

Anticorps monoclonal : produit fabriqué par génie génétique qui repére et bloque certains
récepteurs des cellules cancéreuses, les empéchant de se développer.

Autorisation de mise sur le marché : autorisation de commercialisation d’un médicament
apres évaluation de son rapport bénéfice/risque, délivré par I’ANSM (Agence nationale de
sécurité du médicament et des produits de santé) ou I’EMA (European medicines agency).
Abrégé en AMM.

Cancer : maladie provoquée par la transformation de cellules qui deviennent anormales et
prolifeérent de fagon excessive. Ces cellules déréglées finissent par former une masse qu’on
appelle tumeur maligne.

Cellule épithéliale : cellule de 1I’épithélium, tissu qui recouvre les surfaces externes de
’organisme (peau, muqueuse des orifices) et internes (tube digestif, glandes*). Un cancer qui
se développe sur un épithélium est un carcinome.

Curage axillaire : acte chirurgical qui consiste a enlever des ganglions situés sous 1’aisselle
(ganglions axillaires).

Curage ganglionnaire : opération chirurgicale qui consiste a enlever une partie des ganglions
afin d’examiner s’ils sont atteints par des cellules cancéreuses.

Essai clinique : étude scientifique menée avec des patients, dont 1’objectif est de rechercher
de meilleures modalités de prise en charge du cancer. Un essai clinique peut porter sur la
prévention, le dépistage, le diagnostic, un traitement ou la qualité de vie.

Examen anatomopathologique : examen qui consiste a étudier des tissus ou des cellules
prélevés sur un patient pour repérer et analyser des anomalies liées a une maladie. L’examen
se fait d’abord a 1’ceil nu, puis au microscope, par un médecin appelé anatomopathologiste ou
pathologiste. Cet examen permet d’établir le diagnostic, de préciser le type de cancer et ainsi,

d’orienter le choix des traitements.
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Examen clinique : moment de la consultation au cours duquel le médecin, aprés avoir posé
des questions au patient, I’examine (il I’ausculte, le palpe, etc.).

Facteur de croissance : médicament qui favorise la production de cellules-souches, a
I’origine des différentes cellules du sang : les globules rouges qui servent a transporter
I’oxygene, les globules blancs qui combattent les infections, et les plaquettes qui contribuent a
la coagulation du sang.

Glande : organe dont la fonction est de fabriquer certaines substances qu’il libére ensuite, soit
dans le sang (glande endocrine), soit a I’extérieur de I’organisme (glande exocrine). Les
glandes mammaires produisent le lait maternel. Certaines glandes, comme les ovaires,
produisent des hormones indispensables au bon fonctionnement de 1’organisme.

HER?2 : protéines présentes a la surface des cellules cancéreuses qui ont pour propriété de
favoriser la croissance de ces cellules.

Hormone : substance produite par une glande. Les hormones agissent sur le développement
ou le fonctionnement d’un organe. Il existe un grand nombre d’hormones, qui sont
indispensables au bon fonctionnement du corps. Chague hormone a une fonction précise,
comme stimuler la croissance, gérer le stress, contréler la fertilité, réguler la température du
corps, etc. Parfois, elles stimulent la croissance de cellules cancéreuses.

Hormonosensible : se dit d’un cancer dont la croissance est stimulée par des hormones. Un
traitement hormonal permet alors de freiner ou de stopper le développement de ces cancers.
Infiltrant : qui se rapporte a un cancer dont les cellules ont envahi les tissus voisins de ceux
dans lesquels la tumeur s’est initialement développée.

In situ : expression latine qui signifie « resté en place » pour parler d’un cancer dont les
cellules sont demeurées dans la couche de tissu dans laquelle elles se sont développées. On
parle de cancer in situ par différence avec un cancer infiltrant.

Membrane basale : fine enveloppe qui tapisse ou enveloppe un organe ou une cavité du
corps et la sépare des tissus environnants.

Métastase : tumeur formée a partir de cellules cancéreuses qui se sont détachées d’une
premiére tumeur (tumeur primitive) et qui ont migré par les vaisseaux lymphatiques ou les
vaisseaux sanguins dans une autre partie du corps ou elles se sont installées. Les métastases se
développent de préférence dans les poumons, le foie, les os, le cerveau. Ce n’est pas un autre
cancer, mais le cancer initial qui s’est propagé. Par exemple, une métastase d’un cancer du

sein installée sur un poumon est une tumeur constituée de cellules de sein malade ; ce n’est
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pas un cancer du poumon. Le risque de développer des métastases dépend des particularités
de la premiére tumeur.

Meétastatique : qui a produit des métastases.

Récepteurs hormonaux : protéines situées a la surface de certaines cellules qui détectent les
hormones qui passent dans le sang et les captent.

Récidive : réapparition de cellules cancéreuses, au méme endroit ou dans une autre région du
corps. Une récidive peut survenir trés tot apres la fin des traitements, mais aussi apres une
longue période de rémission. On parle aussi de rechute.

Recommandation : document destiné a aider les professionnels de santé a proposer des
examens ou des traitements adaptés a un patient dans une situation donnée. Les référentiels
résultent de I’analyse des essais cliniques internationaux et de ’avis d’experts. On parle aussi
de recommandations de bonne pratique.

Stade : degré d’extension d’un cancer. Le stade du cancer est spécifié au moyen d’une
classification qui prend en compte la taille de la tumeur et la présence ou non de cellules
cancéreuses dans les ganglions et dans d’autres parties du corps. Ces informations précisées
au moment du diagnostic sont déterminantes pour le choix des traitements.

Thérapie ciblée : traitement a 1’aide de médicaments qui, selon leur cible, visent a freiner ou
a bloquer la croissance de la cellule cancéreuse, en 1’affamant, en provoquant sa destruction,
en dirigeant le systéme immunitaire contre elle ou en I’incitant a redevenir normale. On parle
aussi de thérapeutique ou de traitement ciblé.

Tumeur : grosseur plus ou moins volumineuse due a une multiplication excessive de cellules
normales (tumeur bénigne) ou anormales (tumeur maligne). Les tumeurs bénignes (comme les
verrues...) se développent de fagon localisée sans altérer les tissus voisins. Les tumeurs
malignes (cancer) ont tendance a envahir les tissus voisins et & migrer dans d’autres parties du

corps, produisant des métastases.
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Introduction

La notion de « cancer du sein » reléve d’un nomenclateur générique qui fait référence a tout
un ensemble de prolifération néoplasique de la glande mammaire qui différe tant du point de
vue histologique qu’en ce qui concerne leur comportement évolutif (Marina et Tafforeau,
2005).

Le carcinome mammaire est de loin le cancer le plus fréquent chez la femme a travers le
monde avec plus de 1.6 million de nouveaux cas en 2012 et plus de 500000 décés (Globocan,

2012). En Algérie, le cancer du sein vient en téte de cancer recensé avec 6625 nouveaux cas
diagnostiqués en 2012 (Terki et al., 2015).

Cliniquement les cancers du sein sont trés hétérogenes dans leur présentation, leur pronostic
et leur réponse aux traitements, et les classifications histologiques et cliniques actuelles ne

permettent pas de prédire totalement leur évolution. (Bekkouche et al., 2013)

L’évaluation de I’expression de 1’hormone HER2/neu ou ERBB2 est devenue indispensable
pour la prise en charge des patientes porteuses d’un cancer du sein vu qu’elle donne une

information d’ordre pronostique et thérapeutique.

Le cancer du sein surexprimant I’HER2 appartient a un sous-groupe défini par des
caractéristiques pathologiques agressives et un taux élevé d’événements métastatiques.
L'utilisation du Trastuzumab, un anticorps monoclonal ciblé contre le récepteur d’HER2 en plus

de la chimiothérapie cytotoxique, a radicalement changé I'histoire naturelle des cancers du sein.

Le Trastuzumab est actuellement administré en néoadjuvant avec des taux de réponse
pathologique compléte plus €élevés que lors d’une administration de chimiothérapie seule. Notre
étude au niveau de centre de Pierre et Marie Curie CPMC d’ Alger a pour but de préciser le taux
de la réponse pathologique compléte, de s’intéresser aux patientes non répondeuses a cet

anticorps et de rechercher les facteurs prédictifs a la résistance au traitement.
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I. Cancer du sein et épidémiologie :

La glande mammaire est un organe en évolution permanente sous l'influence d’hormones et
de facteurs de croissance. Ceci en fait un organe a part du point de vue du nombre de cellules
en croissance et en différenciation, et donc le rend plus susceptible aux transformations

cancereuses (Mombelli, 2014) (Figure 1).

Canal galactophore
Aréole

Mamelon

Lobe constitue
de nombreux lobules

Gras

Figure 1 : représentation schématique d’une glande mammaire : coupe sagittale
(Mombelli, 2014).

Le cancer du sein est une maladie trés hétérogene, il en existe plusieurs types aux
caractéristiques différentes (Parisotto, 2010). La grande majorité des cancers mammaires
naissent au niveau des cellules épithéliales ; ils sont appelés « carcinomes » et prennent rarement
naissance a partir des éléments conjonctifs de la glande mammaire, appelés « sarcomes »
(Thomas, 2007). L’apparition de métastases constitue 1’'une des complications majeures du
cancer du sein (Gallet, 2006). Elles sont Caractérisées par un tropisme pulmonaire, hépatique,

cérébral et osseux (Vanhecke, 2008).
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Il existe une grande disparité selon les régions du monde, 1I’Europe et I’Amérique du Nord
sont 4 a 5 fois plus touchées que 1’ Asie. La France est un des pays au monde a avoir le plus fort
taux d’incidence de cancer du sein avec un taux standardisé de 105 pour 100 000 personnes-
années (Globocan, 2012) (Figure 2).
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Figure 2: Taux d'incidence standardisés sur la population mondiale des cancers du sein de la
femme en 2012 (pour 100 000) (Globocan, 2012).
En Algérie, le cancer du sein vient en téte des cas de cancer recensés avec 6625 nouveaux
cas diagnostiqués en 2012.Dans 19.9% sont des patientes attente cancer du sein surexprimant
HER2 (Teki et al.,2015).

Le cancer du sein chez la femme prend des proportions épidémiques renseignant sur les
obligations en matiere de prise en charge tant sur le plan préventif que curatif. Son incidence
connait une progression exponentielle alarmante depuis environ 25 ans. A partir des années
1990, il est devenu plus fréquent que le cancer du col de 1’utérus. Les données du registre
d’Alger illustrent bien cette augmentation réelle et réguliere. En effet, I’incidence est passée de
14,5 nouveaux cas pour 10° habitants en 1993 & 70,2 pour 10°en 2012 (Registre du cancer
d’Alger, 2012).

Le cancer du sein affecte de maniére relativement importante la femme jeune. L’age médian
est a 47 ans selon les données du registre d’Alger de 2012. Les premiers cas de cancer du sein

surviennent dés 1’age de 15 ans (Registre du cancer d’Algérie, 2012).
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I. 1. Facteurs de risque :

Il existe de nombreux facteurs de risque liés au développement du cancer du sein dont la

majorité sont résumés dans le tableau I.

Tableau I : Facteur de risque reconnu de cancer du sein

Facteurs

Sexe Plus fréquent chez la femme (1% de cas masculin)

Age L’incidence est en augmentation apres 30 ans avec un pic entre 50 et 78
ans

Antécédents

familiaux et

prédisposition

génétique Antécédents personnels de cancer du sein Mére, sceur, tante. ... mutations
des génes BRCA1, BRAC2

Eg::ﬁgr:Zux L’age précoce a la puberté (avant I’age de 12ans).
L’age tardif a la ménopause (apres 50 ans).
L’age tardif de premiere grossesse
Traitement hormonal substitutif (THS

Obésité

Facteurs

environnementaux -pollution aux pesticides
- I'exposition a des rayons ionisants
-la sédentarité avec la réduction de l'activité physique,
-la prise de la pilule, de tabac et/ou la consommation excessive d‘alcool

I. 2. Facteurs pronostiques :
I. 2. 1. Facteurs cliniques :
v' L’age :

Un age < 40 ans est associé¢ a des taux de rechute et de mortalité plus élevés que ceux
rapportés en population générale (Sidoni et al., 2003). Pour des stades MO sans métastases, la
survie a 5 et 10 ans est respectivement de 67% et 52% pour une patiente de moins de 35 ans,
de 79% et 63% pour une patiente de 35 a 65 ans ; pour les femmes de plus de 75 ans la survie
passe a 51% et 25% (Grogan et al., 2012).
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v' Lagrossesse :

La survenue d’un cancer du sein en cours de grossesse et en post partum est considérée

comme un facteur de mauvais pronostic (Spielmann et al., 2009).
v Lestade TNM :

La classification TNM permet de classer les cancers selon leur taille tumorale (T), le statut
ganglionnaire de leurs aires de drainage (N) et la présence de métastase(s) a distance(M)
(Annexe 1). A partir de ce trépied, les résultats TNM sont regroupés en différents stades liés au

pronostic : plus le stade est élevé, plus le pronostic est mauvais. (Tardivon et al., 2017)
I. 2. 2. Facteurs histologiques :
v’ Statut histologique des ganglions axillaires :

Il constitue le facteur pronostique le plus important pour prédire les rechutes métastasiques
et la survie des patientes. La survie globale a 10 ans passe de 75% pour les patientes dites « N -
» a 25-30% pour les patientes dites « N+ » (Dabakuyo et al., 2008). Les études montrent que
les patientes ayant un envahissement des ganglions locorégionaux prouvé histologiqguement ont
un pronostic plus défavorable. Pour qu’il soit établi un nombre minimum de 10 ganglions
axillaires, doivent étre prélevé et sectionner en tranches de 2mm et toutes les tranches doivent

étre examinés (Nemoto et al., 1980).
v Lataille histologique :

La taille de la tumeur représente un élément fondamental, le risque métastatique croit de
facon linéaire avec elle (Sanglier et al., 2009). 1l y a une relation significative bien établie entre
la taille tumorale, ’envahissement ganglionnaire et le pronostic. (Mignotte, 2011). La tumorale
intervient aussi dans le choix du traitement locorégional, mastectomie ou tumorectomie et dans
le choix de la chimiothérapie néoadjuvante pour les tumeurs de plus de 3mm (Sanglier et al.,
2009).

v Grade Histologique :

Le grade histologique constitue un facteur pronostique important et indépendant pour le

risque métastasique et la survie dans les deux groupes « N+ » (envahissement ganglionnaire)
5
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et « N-» (absence d’envahissement ganglionnaire). Le « grading de Scarff Bloom » et
« Richardson » (SBR) modifié par Elston et Ellis est le plus utilisé (Penault-Llorcaet al., 2002)
(Annexe I1).

v" Type histologique :

Certains types histologiques de carcinomes infiltrant du sein ont fait la preuve de leur bon
pronostic tel que le carcinome tubuleux, colloide, les carcinomes médullaires, papillaire,
cribriforme et adénoides kystiques. Le carcinome lobulaire, quant a lui, présente de maniere

globale un pronostic meilleur que le carcinome de type canalaire (Lamchahab, 2014).

| .2. 3. Les facteurs biologiques et moléculaires :

v Les récepteurs hormonaux :

L’évaluation des récepteurs hormonaux, récepteurs des estrogenes (RE) et de la progestérone
(RP), est importante dans le cancer du sein, et permettrait de s’orienter vers un traitement hormonal

ciblé. Cette mesure a une valeur pronostique prédictive bien établie (Mombelli, 2014).

v' HER2:

Le géne HER2 (human epidermel growth factor receptor 2) est amplifié dans 15 a 20% des
cancers du sein. La surexpression de sa protéine est associée a un pronostic défavorable,
caractérisant des tumeurs avec un grade et un indice de prolifération élevés, une atteinte

ganglionnaire plus fréquente, et un risque de récidive plus important (Guerin et al., 2015).

v' Ki-67 : le Ki-67 est un antigene nucléaire exprimé par les cellules en prolifération.

L’index Ki-67 permet donc d’évaluer le taux de prolifération des cellules tumorales, qui est
un des parametres pronostiques les plus importants dans les cancers du sein, leur détermination
se fait par une technique immunohistochimique. Dans 1’étude de Rudolph et al les patientes
présentant un index de prolifération élevé ont un risque de 5 a 20 fois plus fort de déces
(Mombelli, 2014).
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I. 3. Classification des cancers du sein :
I. 3. 1. Classification Histologique des cancers du sein :

La classification histologique, est la classification des tumeurs en fonction de leur nature
anatomo-pathologique, a ce jour utilisée par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (OMS,
2012) (Annexe 111).

Le cancer du sein se développe a partir d'un constituant histologique du sein, la plupart des
Iésions mammaires (98%) sont issues du revétement des canaux galactophores ou des lobules,
ce sont les carcinomes. Selon leur localisation, ils seront qualifiés de canalaire (85 a 90% des
cas) ou lobulaire (10 a 15%) (Figure 3).

Cancer lobulaire

er canalaire

Figure 3 : Possibles localisations de cancer du sein (Mombelli, 2014).

I. 3. 2. Classification Moléculaire :

Les données des profils d’expression ont permis d’individualiser cinq principaux sous
types moléculaires parmi les carcinomes infiltrant (Tableau I1)
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Tableau I1: caractéristiques des sous-types moléculaire de cancer du sein (Goldhirsch et al.,

2013).
Particularités cliniques
. Expression du etiou .
Sous-groupes Expression des RH HER? anatomopathologiques

Grade I- trés bon pronostic

Luminales A A i (trés) hormonosensibles
Index prolifération éleve
Luminales B ++ - Pronostic intermédiaire +/-
hormonosensibles
Mauvais pronostic mais
Surexprimant HER2 - ou+ +++ possibilité de thérapies
ciblées antiHER?2
Basal-like i i Haut grac_ie (grade _III),
mauvais pronostic
Sous-catégorie de tumeurs
Claudin-low - - triple négatives. Mauvais

pronostic

Il. Récepteur HER-2 :

Le récepteur HER2 est aussi appelé erbB2 en raison de sa similarité de séquence avec

I’oncogene viral v-erb-B (virus de 1’érythroblastose aviaire) et est aussi I’homologue humain

du gene NEU isolé de cellules de neuroglioblastomes chez le rat (Mombelli, 2014).

Il s’agit d’une glycoprotéine d’un poids moléculaire de 185kDa, codée par le proto-oncogene

HER2/neu (Clifford et al., 2007). Les récepteurs de cette famille présente une structure bien

caractéristique organisée en trois domaines :

v" Un domaine extracellulaire : Il comporte environ 630 acides aminés et 4 domaines: Les

domaines 1 et Il fixent le ligand et le Il et IV comportent deux domaines riches en

cystéine impliqués dans la formation de dimeres entre les membres de la famille.

v" Un domaine transmembranaire : qui permet I’ancrage du récepteur dans la membrane

cellulaire.

v" Un domaine intracytoplasmique riche en résidus tyrosine qui comprend : Le domaine

catalytique tyrosine kinase, et une extrémité C-terminale qui inclut plusieurs sites

d’autophosphorylation au niveau des résidus tyrosine et constitue une région régulatrice

de I’activité du récepteur (Appert-Collin et al., 2015) (Figure 4).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Virus
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%89rythroblastose&action=edit&redlink=1
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Figure 4 : Domaines protéiques et la structure moléculaire du HER2
(Appert-Collin et al., 2015).
A. Représentation schématique des différents domaines ; B. La structure
istallographique du récepteur HER2.

Il. 1. Oncogéne HER2

L’activation et la surexpression des oncogenes cellulaires jouent un role majeur dans le
développement des cancers humains. L’oncogene HER2 (ERBB2, Her2 /neu, c-erb-2) est
localisé sur le bras long du chromosome 17 (17g21) et code la protéine transmembranaire HER2
(Vincent-Salomon, 2012). Le géne a été identifié la premiere fois en 1981 et c’est en 1987
que Slamon et ses collaborateurs ont décrit pour la premiére fois son importance biologique
dans le cancer du sein (Lahzaoui, 2013). Il appartient a la famille des récepteurs aux facteurs
de croissance a activité tyrosine kinase, constituée de quatre récepteurs membranaires : EGFR
ou HER1, HER2, HER3 et HER4 (Appert-Collin et al., 2015).

Dans le cancer du sein, le géne codant la protéine HER2 est amplifié chez 20 a 30% des
patientes (Clifford et al., 2007). L’activation de I’oncogéne HER2 provient de la surexpression
de la protéine qui peut provenir elle-méme d’une amplification génique, c’est-a-dire d’une
multiplication du nombre de copies du gene HER2, dont la conséquence est la stimulation de
sa transcription. 1l arrive aussi que HER2 soit surexprimé a la suite de modifications de

I’activité transcriptionnelle et/ou post-transcriptionnelle, sans amplification génique.

9
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Sur le plan cellulaire, ce déreglement de I’expression du géne HER2 induit une augmentation
de la croissance cellulaire et du potentiel métastatique (Mombelli, 2014). Cet état de
surexpression d’HER2 est de mauvais pronostic pour la patiente. Ces tumeurs grandissent plus
rapidement, sont plus agressives et beaucoup moins sensibles a la chimiothérapie ou a
I’hormonothérapie. Le cancer HER2+ tend a étre plus agressif que tous les autres types de

cancer du sein (Louis Merlin, 2014) (Figure 5).

normale cancerdusein normale @& A cancer »
ERBB2 § ¢ (ERBBY) a "\ o
| ‘ |
- 3 ; )
O
A\ . « A\ y P
11 ERBB2 = §gna Wt -+ Signal ™ Y
ERBB2™®  plusieurs & | ' ‘
copies perte de différenciation perte de différenciation
prolifération ovlliaton
dissémination
U 17 cellule epithéliale canalaire

Figure 5: La localisation chromosomique d’erbb2 et son amplification dans le génome

des cellules en provenance de la glande mammaire cancéreuse.
Un excés d’expression d’ERBB2 améne a une signale forte de croissance cellulaire.

Il. 2. Role de HER-2 :

Chez I’homme, la protéine HER2 est normalement exprimée dans 1’épithélium de trés
nombreux organes (sein, poumon, estomac, vessie, pancréas, prostate, placenta,...) (Citri et al.,
2006). Elle intervient d’une part, dans la transduction des signaux de prolifération et de
différenciation cellulaire, d’autre part, dans 1’embryogenese et la motilité cellulaire. Elle a aussi
un effet anti-apoptotique (Hubert, 2006).

L’activation de I’oncogéne HER?2 passe le plus souvent par une amplification génique et se
traduit par une surexpression protéique détectable en immunohistochimie et constitue un facteur
de mauvais pronostic (Grogan et al., 2012). De nombreuse études démontrent 1’intérét
d’utiliser le taux de I’HER2 circulant comme outil de suivi thérapeutique dans le cancer du sein
métastatique surexprimant HER2 (Saglier et al., 2009) .

10



Généralité

11. 3. Activation et voies de signalisations du récepteur HER2 :

Les récepteurs de la famille HER sont activés par dimérisation (sous forme d’homo ou
hétérodimeres) induite apres fixation d’un ligand spécifique. Pour HER2, aucun ligand
spécifique n’a été identifié. Il présente la particularité d’une conformation physiologique dite «
ouverte » mimant un état de dimérisation permanente qui lui permet d’interagir comme
partenaire privilégié avec les autres récepteurs de la méme famille. Alors que les autres
récepteurs HER ont une configuration « repliée » en I’absence de fixation de leur ligand, HER2
se dimérise sans avoir lui-méme fixé de ligand spéecifique direct (Monnier et al., 2014) (Figure
6).
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Figure 6 : Différentes étapes du cycle de vie d’un récepteurs HER. (Genevee, 2014).

La dimérisation du récepteur HER activerait la fonction tyrosine kinase du domaine
intracellulaire, qui, a son tour, déclencherait une trans-autophosphorylation de certains résidus
tyrosine de I'extrémité carboxy-terminale. Dans cette conformation active, le récepteur
déclenche les voies de signalisation en aval. Ses résidus tyrosine phosphoryles, deviennent des
points d'ancrage pour différentes protéines cytoplasmiques a domaines SH2 (Src homology
domain 2). Domaine SH2 comme la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), la phospholipase C
(PLC) et la molécule adaptatrice Grb2 (Appert-Collin et al.,2015) (Figure 7).
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Figure 7: La voie de signalisation des récepteurs aux EGF(ErbB) (Clifford et al.,
2007).

Les deux principales voies de signalisation activées sont la voie MAP Kinase (Mitogen
Activated Protein Kinases) et la voie PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) mais aussi les voies
passant par la phospholipase C et la voie STATS (PAK-JINKK-JNK) (Fumoleau et al., 2007).
La voie RAS/MAPK conduit a la phosphorylation de la protéine kinase ERK. Celle-ci va étre
transloguée dans le noyau pour activer des facteurs de transcription (c-FOS, c-MYC, c-JUN ou
JUNB). (Genevee, 2014). Ces derniers vont a leur tour stimuler I’expression d’un grand nombre
de génes, en particulier ceux de la cycline D1 et de cdk6 ayant un réle majeur dans 1’initiation
du cycle cellulaire en G1donc une augmentation de la division cellulaire (Astrid et al., 2010).

La voie PI3K/AKT conduit a [D’activation de la protéine kinase AKT via une
phosphorylation. Cette protéine activée va agir sur différents facteurs avec entre autres VEGF
(Vascularendothelial growth factor) ou encore P21qui protege la cellule contre I’apoptose et la
conduit vers une division cellulaire (Astrid et al., 2010).

D’autres voies de signalisation dites « accessoires » coexistent (ex. voie Stat3), régulant le

signal de prolifération de maniere complexe (Moise et al., 2012).
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L’ensemble de ces voies de signalisation active des protéines impliquées dans la
prolifération cellulaire, I’angiogenése, la migration cellulaire, la différentiation cellulaire ou

bien encore dans la survie cellulaire (Astrid et al., 2010) (Figure 8).
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Figure 8 : Schéma général simplifié des voies RAS/MAPK et PI3K/AKT.
(Astrid et al., 2010)

L’amplitude et la durée des signaux de signalisation intracellulaire varient en fonction du
type de combinaison de dimeéres, de ligands et des conditions les ayant déclenchées (Blay,
2010). Ainsi, les hétérodimeéres formés avec HER2 sont plus stables a la surface de la membrane
cellulaire que ses homologues du fait d’une fréquence d’endocytose plus faible (Moise et al.,
2012). Par ailleurs, les homo ou hétérodiméres HER2 sont majoritairement redirigés vers le
recyclage aprés internalisation par endocytose contrairement aux autres hétérodiméres qui

seront dégradés la plupart du temps (Blay, 2010).

11. 4. Récepteur HER2 et Cancer du sein

Parmi les tumeurs du sein, 15 a 20 % sont HER2 positives (Loibl, 2016). La surexpression
de ’HER?2 joue un role dans la carcinogenese et la progression du cancer du sein. Elle apparait
tot et reste stable durant I’histoire naturelle de la maladie. Une cellule cancéreuse surexprimant
HER?2 présente jusqu’a 100 fois plus de récepteurs a sa surface qu’une cellule saine du fait

d’une amplification du gene codant pour la protéine dans 95% des cas ou encore d’une
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mutation. Cette surexpression est corrélée a une activité constitutive du domaine a tyrosine

kinase des récepteurs a I’origine du potentiel carcinogene de HER2.
I11. Stratégies thérapeutiques du cancer du sein :

Le but du traitement du cancer du sein est non seulement d’éliminer la tumeur primaire, mais
aussi les métastases. Trois types de traitements sont utilisés pour traiter les cancers du sein : la
chirurgie, la radiothérapie, les traitements médicamenteux (chimiothérapie, thérapies ciblées et

hormonothérapie) (Annexe V).

I11. 1. Réponse pathologique compléte (pCR) :

La réponse pathologique complete est largement admise comme but ultime d'une
chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) efficace, et est désormais utilisée comme objectif
principal dans presque tous les essais cliniques néo adjuvants (Chen et al., 2012). La plupart
des études suivent la recommandation de Von Minckwintz selon laquelle la pCR, définie
comme l'absence de tumeur résiduelle invasive et in situ dans le sein et les ganglions, est le
meilleur moyen de discriminer les patientes de bon pronostic de celles de mauvais pronostic.
Cependant une définition précise et uniforme est encore requise, différentes définitions de la
PCR sont alors utilisées, incluant I'absence de tumeur invasive dans le sein seulement ou dans
le sein et les ganglions, et I'absence ou non de tumeur in situ, également dans le sein seulement

ou dans le sein et les ganglions (Von Minckwitz et al., 2012).
I11. 2. Classification de la maladie résiduelle :

Afin d’apprécier la réponse a la chimiothérapie néo adjuvante, de nombreuses classifications
histologiques ont été crées (Annexe V), sans qu’un standard soit établi. L’objectif de ces
classifications est d’identifier les patients bons répondeurs et d’individualiser les répondeurs
partiels. La plus couramment utilisée, notamment au Centre Pierre et Marie d’Alger, est la
classification de Sataloff (Sataloff et al., 1995).

La classification de Sataloff a I’avantage d’étre reproductible, de mieux différencier les
réponses partielles dans la tumeur initiale et de tenir compte a la fois de la réponse au niveau
de la glande mammaire et au niveau ganglionnaire axillaire (Penault-Llorca et al., 2002)
(Tableau I11 et 1V).
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Tableau I11 : Réponse sur le sein.

TA : Effet thérapeutique total ou pratiquement total

TB : Effet thérapeutique supérieur subjectivement a 50 %

TC : Moins de 50 % d’effet thérapeutique mais effet évident

TD : Pas d’effet thérapeutique

Tableau IV : Réponse ganglionnaire

NA : Effet thérapeutique évident, pas de métastases

NB : Pas d’effet thérapeutique, pas de métastases

NC : Aspects d’effet thérapeutique, mais présence de métastases

ND : Pas d’effet thérapeutique, métastases viables

I11. 3. Thérapie ciblée :

Les thérapies ciblées sont des molécules thérapeutiques liant spécifiquement une protéine
impliquée dans le développement tumoral. Elles agissent sur les mécanismes de régulation de
la multiplication, la différenciation, I’apoptose et 1’angiogenese (Genevee, 2014). Deux
grandes familles de médicaments de thérapies ciblées ont été développeées : les inhibiteurs de

protéines kinases et les anticorps monoclonaux.

Les inhibiteurs de protéines kinases sont des molécules de petites tailles, majoritairement
inhibitrices des protéines kinases au niveau de récepteurs de divers facteurs de croissances.

Exemple : le lapatinib (Tyverb®) et I’everolimus (Afinitor®).

Les anticorps monoclonaux reconnaissent des antigénes spécifiques exprimés par les
cellules cancéreuses. Ils sont utilisés en oncologie pour d’une part, cibler et détruire des cellules
tumorales via différents mécanismes : ADCC (Cytotoxicité Dépendante des Anticorps) et CDC
(Cytotoxicite Dépendante du Complément). L’ADCC s’effectue par différentes cellules

(monocytes, macrophages, cellules NK) capables de fixer le complexe anticorps/cellule
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cancéreuse et provoquer la lyse de la cellule tumorale. La CDC résulte de la formation d’un
complexe lytique apres activation de protéines du complément. D’autre part, ces anticorps
peuvent altérer les voies de signalisation intracellulaire régissant les propriétés de prolifération

et survie de la cellule entre autres (Genevee, 2014).
111.3.1 Le Trastuzumab :

Le Trastuzumab ou Herceptine® est un anticorps monoclonal humanisé recombinant de la
sous classe des immunoglobulines G1 (IgG1) dirigé contre la protéine HER2 (Mazoz, 2016)
Le trastuzumab est le premier anticorps développé ciblant HER2. Son action anti-tumorale est
mediée par différents mécanismes comme I’inhibition de la transduction du signal, 1’induction

de I’apoptose, I’inhibition de I’angiogenése, 1’activation de I’'immunité non spécifique (ADCC).

Le trastuzumab se lie via son fragment Fab, au sous domaine IV du domaine
extracellulaire de HER2 (région juxta membranaire). Il s’agit d’un anticorps thérapeutique
antagoniste vis-a- vis de HER2 qu’il va lier de maniére hautement affine et spécifique. Bien
que la molécule soit largement utilisée en thérapeutique, son mécanisme d’action n’est pas

totalement élucidé (Figure 9).

Trastuzumab HER2

ous domaine
v

Figure 9 - Interaction du Trastuzumab et HER2 (Geneve, 2014).

Les différents mécanismes d’action anti-tumorale de I’Herceptin® au niveau intracellulaire

et extracellulaire (clivage HER2) sont détaillés ci-dessous :
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v"Au niveau intracellulaire

Le Trastuzumab va bloquer I’activation de HER2 en masquant le domaine extracellulaire du

récepteur. Il permet ainsi une inhibition de 1’activation de la voie des protéines PISK/AKT par

suppression de la phosphorylation d’AKT (Junttila, 2009) (Figure 10).

( APOPTOSE N

s I

Récepreur HER2

—

Blacage de la dimérisaton et
intermalisation par freation 4 2 sites

jmramembeanaires

Cydle celllaire: cdk2, p27, Cydines

4-*""?\

( PROLIFERATI U'\;_\J

Lras fEE umak

Activation de b localisaton
membranaite de PTEN

(ANGIOGENESE )
W )

Figure 10 : Inhibition de I’activation de la voie PI3K/AKT (Magné et al., 2010)

Dans le modele présenté dans la figure 10, la liaison du Trastuzumab entraine une

augmentation de la localisation membranaire de PTEN qui constitue un inhibiteur de la voie

Pl13kinase/Akt. Cela entraine une surexpression de la protéine suppresseur de tumeur p27Kkipl,

qui a pour propriété d’inhiber CDK2, régulateur positif du cycle cellulaire. Cette cascade a donc

pour conséquence I’arrét du cycle cellulaire, une inhibition des mécanismes de réparation de

I’ADN, et une induction de I’apoptose. (Magné et al., 2010)

Le Trastuzumab participerait a 1’inhibition de I’angiogenése. Une surexpression de

HER2 au niveau des cellules cancéreuses du sein est associée a une angiogenese augmentee

(Kumar, 2001) donc le Trastuzumab semble diminuer la production de VEGF par les cellules
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cancéreuses unigquement in vitro laissant présumer un mécanisme anti-angiogénique
indépendant du VEGF « in vivo ». (Izumi, 2002).

v" AU niveau extracellulaire

Le Trastuzumab va agir via un mécanisme d’ADCC. En effet, il est fixé a la surface d’une
cellule tumorale, se lie via son domaine Fc a des cellules immunitaires qui possedent un
récepteur au fragment Fcy « FcyR ». Les cellules NK (Natural killer) possédent ce récepteur et
font partie des cellules immunitaires clés dans I’ADCC induite par le Trastuzumab (Genevee,
2014). Apres liaison de cet anticorps au FcyRIII, les cellules NK alors activées, vont libérer des
perforines (substances perforant la membrane de la cellule). Les cellules tumorales
surexprimant HER2 vont alors étre lysées. Il a été établi in vitro que I’ADCC s’exerce
préférentiellement sur les cellules cancéreuses surexprimant la protéine HER?2 par opposition a
celles ne la surexprimant pas. Le Trastuzumab est qualifié d’anticorps thérapeutique cytolytique

en raison de sa toxicité via I’ADCC pour sa cible. (Izumi, 2002) (Figure 11).

Antibodies NK cell CD16 Cross-linking of Tumour cells
bind antigens Fc receptors CD16 triggers die by
on the surface recognise cell- degranulation into apoptosis
of target cells bound antibodies a lytic synapse

v

Figure 11 : Les différentes étapes de I’ADCC (Genevee, 2014)

Par ailleurs, le Trastuzumab va inhiber le clivage du domaine extracellulaire de HER2. En
effet, HER2 peut étre clivé par des métalloprotéinases ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) présentes dans le tissu interstitiel. Le domaine extra cellulaire (ECD) est
ainsi libéré, soluble dans le sérum. La protéine HER2 restante correspond a une protéine
transmembranaire tronquée (p95) qui conserve une activité kinase « in vitro » suggérant qu’elle

pourrait étre constitutivement active. En clinique, la présence de p95 en grande quantité a la
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surface des cellules tumorales est un facteur pronostique péjoratif dans le cancer du sein, p95

étant corrélée avec un envahissement ganglionnaire important. (Figure 12)

leavage -
AnGAT

Figure 12 Clivage protéolytique de HER a la surface cellulaire (Genevee, 2014).

Le Trastuzumab peut étre a 1‘origine d’un rétrocontrble négatif de HER2. Il favoriserait
I’internalisation puis la dégradation de HER2 via la promotion de I’activité d’une protéine
ligase d’ubiquitination, la c-Cbl. L’accélération de la dégradation endocytique de HER2 serait
a Dorigine d’une diminution de I’expression de la protéine HER2 a la surface cellulaire.
(Geneve, 2014)

I11. 4. Resistance a la thérapie anti HER2 :

Les meécanismes de résistance au Trastuzumab contribuent a limiter le bénéfice
thérapeutique de cet anticorps. Il existe une résistance spontanée au Trastuzumab, mais

également un phénomene de résistance acquise.

L’altération du récepteur constitue un premier facteur potentiel de résistance au
Trastuzumab. Divers polymorphismes ont été décrits dans la séquence du gene codant pour le
récepteur HER2, en particulier, certaines substitutions entraineraient une perte de stabilité du

dimere HERZ2, altérant ainsi la qualité de la signalisation intracellulaire (Magné et al., 2010).

De nombreuses molécules peuvent contribuer a 1’émergence de résistances au Trastuzumab,
tout particulierement par inhibition de la fixation du ligand au domaine extracellulaire du

récepteur HER2. Par exemple, CD44 constitue un récepteur transmembranaire dont la fixation
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a l’acide hyaluronique peut induire une stimulation de la voie PI3kinase. Ce faisant,
I’interaction de CD44 et de son ligand favorise la dégradation de la matrice extracellulaire, la
migration cellulaire, et confere certaines caractéristiques de prolifération aux cellules

concernées (Marhaba et al., 2004)

Les glycoprotéines membranaires mucineuses (MUCs) sont des protéines glycosylées qui
tapissent la surface des cellules épithéliales, et dont la présence a la surface de certaines
protéines tumorales les soustrait a 1’interaction régulatrice avec le systéme immunitaire. 1l a été
observé une surexpression de MUC-4 a la surface des cellules de lignées tumorales présentant
une résistance de novo au Trastuzumab, par blocage de son accés au récepteur. Il semble que
cette surexpression soit associée a une diminution de I’affinité du Trastuzumab au HER2 (Nagy
et al., 2005).

Par ailleurs, certains auteurs ont suggéré une association entre la coexistence d’autres
récepteurs membranaires surexprimés dans certaines lignées cellulaires et une réduction de la
réponse au Trastuzumab. Parmi ces récepteurs, on peut citer EGFR, IGF1-R, CXCR4, c-Met et
I’intégrine B1/B4 (Bedard et al., 2009)

La surexpression du récepteur p95HER?2 a été également associée a une réeponse moindre au
Trastuzumab ainsi qu’a un devenir clinique plus péjoratif. Le PO95SHER?2 possede toujours son
activité de signalisation mais a perdu son site de liaison au Trastuzumab, son expression fournit

un mécanisme potentiel pour réduire la sensibilité au Trastuzumab.

Une anomalie moléculaire de PTEN est retrouvée chez pres de la moitié des patientes
traitées pour un cancer du sein et une perte d’expression est associée a un profil tumoral le plus
souvent agressif. Le défaut d’expression de PTEN représenterait un second facteur de résistance
au Trastuzumab. En effet, ce géne est impliqué dans le controle du cycle cellulaire et ’apoptose.
La protéine PI3kinase exerce une activité de phosphorylation de PIP2 en PIP3, second messager
activant les effecteurs de Pl3kinase, PDK1 et Akt. Exercant une activité phosphatase
déphosphorylant PIP3, PTEN contribue donc a éteindre la voie PI3kinase. L’activation de cette
voie PI3kinase contribue a conférer aux cellules tumorales une résistance au Trastuzumab.
(Nagata et al., 2004)

La voie Akt/PI3kinase peut d’ailleurs étre activée par de nombreux facteurs de croissance,
au premier rang desquels le VEGF, I’IGF1 et PEGF. L’activation de ces voies favorise la
prolifération cellulaire par levée de nombreux mécanismes proapoptotiques. Comme démontré

récemment, le blocage de la voie Akt/PI3kinase favorise I’apoptose tumorale induite par le
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Trastuzumab, suggérant que la modulation de cette voie pourrait augmenter I’efficacité du

ciblage de ’'HER2 (Magné et al., 2010)

La perte de p27 constitue un autre facteur de résistance au Trastuzumab, par perte d’un
régulateur du cycle cellulaire et inhibition du complexe Cdk2-cycline E (Alkarain et al., 2004).
Alors qu’il a été retrouvé une expression accrue de Cdk?2 et réduite de p27 en cas de résistance
au Trastuzumab, il semble raisonnable de supposer qu’une restauration partielle de I’activité

p27 permettrait de rétablir la sensibilité au traitement.

L’activation IGF1-R a été associée a des mécanismes de prolifération tumorale et anti-
apoptotique. Dans des lignées cellulaires surexprimant a la fois HER2 et IGF1-R et du fait de
I’hétérodimérisation entre ces deux récepteurs de croissance cellulaire, 1’expression
membranaire d’IGF1-R rendait les cellules résistantes au Trastuzumab, et la régulation négative
d’IGF1-R permettait de restaurer leur sensibilité. (Lu et al., 2001)

Les mécanismes de résistances aux inhibiteurs d’HER2 sont donc multiples, notamment de
part ses interactions avec les récepteurs tyrosines-kinases. Le décryptage des voies de
signalisation de ces récepteurs et de leurs cross-talks est donc un élément fondamental dans la

compréhension des mécanismes de résistance (Magné et al., 2010)
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Chapitre Il : Matérielles et méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomie pathologique du centre Pierre et

Marie curie CPMC d’Alger. Durant une période de 6 mois du 1 février au 3 aout 2017.

1-Matériel :
11.1-1 Les patientes :

11 s’agit d’une étude rétrospective de 75 patientes sélectionnées apres une étude des comptes
rendus anatomopathologiques. Les patientes sont atteintes d’un cancer du sein sur-exprimant HER2
confirmé histologiquement (par biopsie chirurgicale ou microbiopsie), diagnostiqués entre 2013 et
2016, ayant recu une chimiothérapie néo-adjuvante associés a du Trastuzumab.

1.2 Réactifs et Appareillage (Annexe V1)

11.2-Méthodes d’analyse

Des biopsies a visée diagnostique ont été réalisées. Ce sont des microbiopsie au pistolet,

11.2.1 Etude morphologique

Pour chaque biopsie, le type histologique a ete précisé, le grade SBR évalue,

11.2.2 Etude immunohistochimique
A partir des microbiopsies une technique immunohistochimie a été réalisée sur des coupes de

paraffine de 3 pum.

Lors de notre étude nous avons utilisé plusieurs anticorps : a la recherche de I’expression du

récepteur a I’cestrogene, du récepteur a la progestérone, d’HER2, du Ki67,

Les clones utilisés sont présentés dans le (Tableau V).
Un automate d’immunohistochimie a été utilisé : le Benchmark XT (VMS, Tucson AZ, USA).
Apres déparaffinage des lames, le démasquage des sites antigéniques a été réalisé a I’aide du

protocole CC1.
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11.2.2.1 Interprétation :
Le marquage est nucléaire pour les RH, le Ki-67.

Pour HER2 le marquage doit étre membranaire.

Tableau V : Liste des anticorps et clones utilises.

Anticorps Clone Marquage
RE SP1 nucléaire
RP 1E2 nucléaire
HER2 4B5 membranaire
Ki67 30-9(MIB1) nucléaire

L’absence de marquage des acini mammaires pour HER2 est considérée comme un marquage
interne négatif.

Des témoins externes ont été systématiquement utilisés pour les RH et HER2.

11.2.2.2 Les seuils de positivités

Pour les RH, la valeur seuil retenue est de 1% de cellules marquées selon le score d’Allred.
(Annexe VII)

Pour HER2, sont considérées comme positives les tumeurs au marquage membranaire continu et
intense sur plus de 30% de la surface tumorale selon les recommandations de I’ASCO (Annexe
VI).

11.2.3 Hybridation in situ

En cas de résultats douteux de I’expression d’HER2 soit un score 2+, une recherche de
I’amplification du géne HER2 est réalisé a I’aide d’une hybridation in situ SISH (Silver In Situ
Hybridization) utilisant une sonde « INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail Assay », a

I’aide de I’automate Ventana benchmark XT. Protocole (Annexe 1X)
11.2.4 Chimiothérapie néoadjuvante

Le traitement consistait en I’administration de cures de chimiothérapie. Il a ét¢ administré en J1

au cours d’un cycle de 21 jours. Les patientes ont re¢u 8 cures de chimiothérapies
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- 04 cures AC :DOXORUBICINE 60mg/m2 et Cyclophosphamide 60mg/m2
- Suivi de 04 cures de Taxotére 100mg/m2 Herceptine 8mg/Kg
Apres les cures de chimiothérapies des mastectomies sont réalisées a la recherche d’un reliquat

tumoral.

11.2.5 Evaluation de la réponse
Une réponse clinique globale a été estimée en utilisant les trois méthodes de mesures cliniques,
mammographiques et échographiques.

La réponse pathologique au traitement a été évaluée macroscopiquement puis microscopiguement.

11.2.5.1 Evaluation macroscopique

Réalisée sur les pieces opératoires selon un protocole de macroscopie qui differe selon la presence
et I’absence de reliquat.

La piece est mesurée et tranchée en feuillés de livre a la recherche d’un éventuel reliquat tumoral.
Si le reliquat n’est pas identifiable macroscopiquement on réalise plusieurs tranches de sections que
I’on inclut en grilles.

Si le foyer tumoral est identifiable il est mesuré. Etude macroscopique des piéces opératoires :
(Annexe X)
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Lambeau cutané

Mamelon

Figure 13 : Piece opératoire de mastectomie

Zone hyaline

Figure 14 : Absence de reliquat tumorale
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Foyer nécrotique

Figure 15 : Absence de reliquat tumorale

11.2.5.2 Evaluation histologique de la réponse pathologique

En cas de reliquat tumoral, le type histologique est précisé et gradé selon le grading SBR si possible
Ce reliquat tumoral sera alors réévalué par immunohistochimie en utilisant un panel d’anticorps
comportant : RE, RP, HERZ2,

Au niveau des ganglions axillaires, on recherche la présence d’une métastase ganglionnaire et/ou

d’un effet thérapeutique.

Classification histologique

La réponse histologique évaluée selon la classification de Sataloff . Elle est redéfinie et
regroupée en classes selon la classification de Pennault-Llorca. Elle est subdivisée en quatre
groupes : reponse pathologique complete (pCR), réponse pathologique modéré (pMR), réponse
pathologique partielle (pPR), absence de réponse pathologique (NOR). Chaque groupe associe

plusieurs classes de réponses au niveau de la tumeur et des ganglions. (Tableau V1).
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Tableau VI. Réponses pathologiques selon Sataloff subdivisées en différentes classes.

Différentes classes de

réponses
pCRp { TANA

TANB

PMRp TBNA
{ TBNB

( TANC
TBNC
pPRp { TCNA
TCNB
TCNC
( TDND
TAND
pNOR TBND
TCND

pPCRp : réponse pathologique complete selon Pennault-Llorca . pMRp : réponse pathologique
modéré selon Pennault-Llorca . pPRp : réponse pathologique partielle selon Pennault-Llorca .
NORp : absence de réponse pathologique selon Pennault-Llorca.

2.6. Etude Immunohistochimique (IHC)

Le statut de HER2 est déterminé par immunohistochimie en premiére intention et par hybridation
in situ pour vérifier les scores 2+.

L’immunohistochimie est une technique utilisée en histo- et cytopathologie depuis plus de vingt
ans, a permis de faire des progrés considerables dans le diagnostic morphologique, en particulier
dans celui des maladies cancéreuses.

Son but et son principe : mettre en évidence certaines protéines cellulaires, qu'elles que soient
cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour un type ou une fonction cellulaire, a
I'aide d'une réaction antigene — anticorps, le complexe formé étant rendu visible, donc localisable,

par un marqueur coloré.
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Pour réaliser le Technique d’ITmmunohistochimie Manuelle nous avons utilisé un Kit DAKO

(réf K8000)

*Protocole

Preparation des lames

-Silanisation des lames

-Mettre les lames dans un bac qui contient une solution de silane(SiH4) diluée a 7%(7ml de
silane/100ml d’acétone) pendant 2 a 3 min.

-Ringage dans un autre bac contenant de 1’acétone, puis un second ringage a 1’eau distillée.

-séchage a température ambiante et a 1’abri de la poussiére.

-coupe microscopique

A I’aide d’un microtome, nous avons réalisé des coupes microscopiques de (1 & 3um) d’épaisseur
sur des blocs inclus en paraffine.

-étalement sur lame

Nous avons étalé les préléevements sur des lames silanisées dans un bain marie qui contient de 1’eau
chauffée a 40°c

-graver les lames

Nous avons mentionné le numéro du bloc et I’anticorps utilisé sur la lame a I’aide d’un crayon
-incubation

Nous avons incubé les lames dans une étuve a 37°c pendant une nuit
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. La technique

. Déparaffinage des lames :

Nous avons mis les lames dans 3 bacs de xyléne pendant 5 minutes chacun

. Déshydratation :

Les lames ont ét€ plongées dans 3 bacs d’alcool absolu pendant 5 minutes chacun

. Ringage : a I’eau distillée

. Démasquage antigénique :

Dans une solution TRS (Dako target retrieval réf : K8000) au bain marie a 95°pendant 40 minutes
-le but de cette e tape est de démasquer les sites antigéniques

. Refroidissement :

Les bacs ont ete laisses refroidir sur la paillasse pendant 20 minutes

. Ringage :

-Le premier ringage a I’eau distillée

-Le second rincage au PBS (Phosphate Buffered Saline, réf :K8000/K8002)

. Entourer I’échantillon fixé sur lame :

Par un DAKO Pen (réf : S2002) pour garder le réactif dans la zone prescrite.

. Blocage de peroxydase endogene :

Nous avons ajouté des gouttes de H202 (I’eau oxygénée, réf : K8000) sur chaque lame, apres elles
ont été déposées dans une chambre humide et incubées pendant 5 minutes.

. Rincage :

-Premier ringage a I’eau distillée

-Le second rincage au PBS
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. Application de I’anticorps primaire :

-Nous avons ajouté (200-300ul) d’anticorps primaires (anticorps de HER2, réf : A0485) cette
solution été diluée a 2%(2 pl de I’anticorps HER2 /100 ul de diluant (Réf :K8006),
-incubation pendant 30 minutes

. Ringage : au PBS pour 2fois, pendant 5 minutes chacune (2x5min)

. Application de ’anticorps secondaire :

Nous avons ajouté quelques gouttes de la solution LABELLED polumer-HRP anti-mouse (Réf :
K8002), puis les lames ont été incubées pendant 30 min.

. Rincage : au PBS pour 2fois, pendant 5 minutes chacune (2x5min)

. L’ajout de DAB Diamino Benzoide, (Réf : K8002) :

Mettre quelques gouttes sur les lames et laisser pendant 5 minutes

Le DAB donne une coloration marron

. Rincage : a I’eau distillée

. La contre coloration :

Mettre les lames dans une solution de hématoxyline de Meyer (Réf : CL04.0801.1000) pendant 5
minutes. Elle donne une coloration bleue

. Rincage : Dans un bain d’eau courante

. Mettre les lames dans un bain d’ammoniaque :

(Etape de bleuissement)

. Rincage : a I’cau distillée

. Montage :

Ajouter une goutte de solution Faramount Aqueous (Réf : S3025), puis déposer une lamelle

(20x40mm).
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2.6.1 Technique d’Immunohistochimie automatisée
Dans cette étude, une partie des tests a été réalisée par I’automate. VENTANA appareil réalise
presque la totalité des étapes.

Protocole VENTANA (Annexe XI)

2.7. Lecture des résultats :

a. lecture des résultats de la coloration hématoxyline-éosine :

La double coloration hématoxyline-éosine aboutit a la coloration de différents éléments cellulaires
Les noyaux en bleu

Le cytoplasme en rose.

Le collagéne en rose pale

La visualisation des résultats se fait par le microscope photonique (Réf : ZEISS) a des
grossissements croissants.

b- Lecture des résultats de ’'immunohistochimie :

La révélation du complexe antigéne/anticorps se fait par une réaction immuno- enzymatique qui
consiste a faire agir la peroxydase de raifort avec son substrat (peroxyde d’hydrogéne). La réaction
est révélée par un chromogene donneur de proton (DAB tétrahydrochlorure de 3,3-
diaminobenzidine) qui est incolore et soluble a 1’état réduit et qui se colore en brun et devient
insoluble lorsqu’il est oxydé. (H202 + 2 DH --> 2 H20 + 2 D). En bref, la conversion enzymatique
du DAB en présence du peroxyde d’hydrogéne donne un précipité marron insoluble dans 1’eau et
les solvants organiques. Il marque en brun le site d’interaction antigéne-anticorps (Figure 16).La
réaction est évaluable par microscopie optique au faible grossissement (Gx40) puis le score est

confirmé au fort grossissement (Gx1000).
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produit= DAB oxydé de
couleur brune

Ag
(RE,RP,HER2)

Figure 16 : Reéaction immuno-enzymatique catalysée par la peroxydase de Raifort.

La contre coloration (coloration contraste) a I’hématoxyline aboutit a une coloration bleue des
noyaux.

Le signal immunohistochimique de ’HER2 est un marquage membranaire brun, en maille de filet,
intense et complet des cellules tumorales. L’ immunomarquage est évalué en utilisant 1’échelle
présentée au tableau (Annexe XI1). Le résultat de cette évaluation aboutit a des scores de 0 a 3+.
Les scores 2+ sont aussi appelés “cas équivoques” et comprennent également les cas avec une
surexpression hétérogene de HER2. Les carcinomes avec un score 2+ doivent avoir une
détermination du statut du gene HER2 par hybridation in situ afin que les cas amplifiés pouvant

bénéficié d’un traitement anti-HER2 soient déterminés.

32



Chapitre Il : Matérielles et méthodes
3. Méthodes Statistiques :

3.1 Recueil des données
Les données ont ¢été recueillies d’une fagon rétrospective sur une durée de 6 mois (février 2017 a
aout 2017), a partir des comptes rendus anatomopathologiques, des fiches pré-remplies et 1’étude
des dossiers cliniques. Une fiche d’exploitation a été remplie pour chaque patiente.
L’archivage des données a été réalisé dans un tableau Excel.
3.2 Analyse statistique :
Les calculs statistiques ont été réalisés a I’aide du logiciel avec XLSTAT et EXCEL. Les statistiques
descriptives sont présentées sous la forme moyenne pour les variables quantitatifs et effectifs (%)
pour les variables qualitatives.
Les tests du Khi-deux sont des tests d’hypothése non paramétriques qui comparent des distributions
entre elles. Les trois groupes « pCR », « pPr/pMR », et « NOR » ont été comparés avec le test X2
dans le but de déterminer si une variable est associée a une autre variables liées au cancer du sein
HER2+ (si les variables observées sont indépendantes ou non). Le seuil de significativité a été fixé a
p < 0,05.
Nous avons étudié un échantillon de 75 patientes pour lesquels nous avons déterminé des variables
quantitatives et qualitatives :
*L’age des patientes avec 6 modalités : Age <30 ans ,Age entre : 30-39 ans ,Age entre : 40-49 ans
,Age entre : 50-59 ans, Age entre : 60-69 ans Age >70 ans.

*Le type histologique avec 3 modalités : Carcinome canalaire infiltrant, Carcinome mixte et les autres
*La taille tumorale avec 3 modalités :T1,T2,T3.
*Le curage ganglionnaire avec 2 modalités : N+ :présence N- :absence,

* Récepteur Hormonaux avec 2 modalités : RH+ et RH-
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Résultats

Nous avons réalisé une étude rétrospective sur 75 patientes atteintes d’un cancer du sein
HER2 positif (surexprimés). Elles ont recu une chimiothérapie (CNA) associée a du
Trastuzumab. Notre travail a été mené au Centre Pierre et Marie Curie dans le laboratoire

d’anatomie pathologique de février 2017 a aout 2017.
I. Caractéristiques génerales de la population :
I. 1. Répartition des patientes atteintes du cancer du sein selon I’age :

L’age de nos patientes varie entre 27 et 73 ans avec une moyenne d’age de 46 ans. La
répartition des malades par tranche d’age montrait que la tranche la plus touchée était celle de

40-49 ans soit 45% des cas (Figure 17).
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Figure 17 : Distribution des patientes selon I’age.

l. 2 Antécédents familiaux :

Nous avons observé que pour 16 (31%) patientes parmi les 52, pour lesquelles I’information
concernant les antécédents familiaux a été enregistrée, avaient au moins un antécédent familial

de cancer, comme nous pouvons 1’apprécier dans le tableau VII.
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Tableau VII : Antécédents familiaux

Type du cancer Nombre des cas

Cancer ovaire 1

Autres cancers 3

I. 3 Activité génitale :

Les données d’activité génitale sont retrouvées pour 48 patientes ; 37 d’entre elles ont une

activité génitale (Figure 18).
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Figure 18: Répartition des patientes selon activité génitale.
I. 4. Répartition des patientes selon le stade TNM :

La taille tumorale était évaluable dans 50 cas et variait entre 1,6 cm et 12cm. Celle-ci est en

moyenne de 5,85cm et la médiane étant a 5¢cm.

La tumeur est classée en majorité en T3, soit 27 cas (54%). 20cas (40%) ont été classés en
T2, et seulement 3 (6%) en T1 (Figure 19).
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Figure 19 : Distribution des patientes selon la taille tumorale
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Il. Parametres avant chimiothérapie évalués sur Micro biopsies :

11.1. Répartition des patientes selon le type histologique :

Les types histologiques étaient connus dans 73 cas. lls étaient largement dominés par le
carcinome canalaire infiltrant retrouvé dans 58 cas soit 79%, suivi par le carcinome mixte
retrouvé dans 7 cas (10%). Les autres types histologiques (8 cas) sont représentés par le

carcinome lobulaire infiltrant (3 cas), le carcinome micropapillaire infiltrant (3 cas), le

carcinome colloide (2 cas) (Figure 20).

ECCl EmCMIXTE = AUTRE

Figure 20 : Distribution des patientes selon le type histologique

11.2. Répartition des patientes selon le Grade SBR

La Iésion était de grade SBR Il chez 38 (69%) patientes. Le grade 11 a été retrouvé chez 16
(29%) patientes, alors que le grade I ne concernait qu’une seule patiente. Nous n’avions aucun

renseignement concernant ce parametre pour 20 (27%) patientes (Figure 21).

37



Résultats

2%

Mgrade| Mgradell Mgradelll

Figure 21 : Répartition selon le grade SBR

11.2.3 Répartition des patientes selon les récepteurs hormonaux

Le statut des récepteurs hormonaux est positif chez 52% (31 cas). Il est négatif chez 48% de

nos patientes (29 cas) (Figure 22).

M RH+
H RH-

Figure 22 : Répartition des patientes atteintes du cancer du sein selon

les récepteurs hormonaux

11.2.4 Répartition des patientes atteintes du cancer du sein selon I’index KI67 :
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La répartition de I’index KI67 était connu dans 46 cas. La majorité des patientes avaient un
indice KI67 entre [26 et 50%)] soit 19 cas (41%). Les autres étaient classés comme suit : <25
% (14 cas, 31%), [51 & 75%] (11 cas, 24%) et [76 & 100%] (2 cas, 4%). La valeur médiane était
de 35% (Figure 23).
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Figure 23 : Répartition des patientes selon I’index KI67.
I11. Parametres aprés chimiothérapie évalués sur les piéces opératoires :
I11.1. Répartition selon la taille tumorale :

La taille tumorale apres chimiothérapie est évaluée lorsqu’un reliquat est retrouvé. La
majorité des cas correspondait a T1, soit 29 cas (62%).14 patientes (30%) avaient une taille
tumorale T2, alors que 4 (8% avaient une taille T3. La taille moyenne était de 4.42 cm
(Figure 24).
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Figure 24: Distribution selon la taille tumorale
111.2. Répartition selon le grade SBR

Le grading a été évalué chez 51 patientes. Le grade SBR majoritairement retrouvé est le
grade Il avec 62% des cas (31 patientes), suivi du grade I11 avec 32% des cas (16 patientes)
et enfin du grade | avec 6% (3 patientes) (Figure 25).

6%

/

mgradel mgradell mgradelll

Figure 25 : Répartition selon le grade SBR
111.3. Répartition des patientes selon les récepteurs hormonaux post chimiothérapie :

Le statut des récepteurs hormonaux était positif chez 71% de nos patientes (34 cas) et negatif
chez 29% (14 cas) (Figure 26).
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B RH+ M RH-

Figure 26 : Répartition des patientes selon les récepteurs hormonaux

IV. Etude Immunohistochimique :

L’HER2 dans notre série a été fortement exprimé chez toutes nos patientes (score 3+ ou

score 2 + avec SISH positifs) (Figure 27).
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Figure 27 : marquage immunohistochimique a I’anticorps HER2

IV.1 Répartition des patientes selon I’envahissement ganglionnaire :

Le principal caractére prise en compte pour prédire 1’agressivité et 1’évolution d’un cancer

est I’atteinte ganglionnaire locorégionale qui constitue le mode métastasique le plus fréquent.

31 patientes présentaient des métastases ganglionnaires (N+) soit un taux de 41.33%. Il n’y
avait pas de metastases ganglionnaires (N-) chez 44 patientes soit 58.67% (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Répartition selon ’envahissement ganglionnaire

Atteinte ganglionnaire Nombre de cas %
N+ 31 41.33%
N- 44 58.67%

IV. 2. Répartition des patientes selon la réponse histologique :

Les cas ont été classés selon la classification de SATALOFF.

» Réponse au niveau du sein :

L’¢étude histologique réalisée a I’aide d’un microscope photonique montre que la majorité
des cas correspond a des TA, soit 28 cas (38%).21 patientes (28%) avaient une réponse TB. 23

patientes (31%) avaient une réponse TC, alors que 2 (3%) avaient une réponse TD (Figure 28).
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Figure 28 : Répartition des patientes selon la réponse histologique au
niveau du sein
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Figure 30 : religuat tumoral post-chimiothérapie minime. HE
GRX100 (Coupe histologique).
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Figure 31 : Absence de reliquat tumoral. Large plage
fibrohyaline. HE GRX200 (Coupe histologique).

» Réponse au niveau des ganglions :

Remaniements
fibrohyalin

Vaisseaux
sanguins

Dans notre étude la réponse au niveau des ganglions montre que la majorité des cas correspond

a des NB, soit 23 cas (31%). 21 patientes avec une réponse NC (29%). 18 patientes avec une

réponse NA (24%), 11 cas (15%) avec une réponse ND et 1 cas (1%) avec une réponse NX.

(Figure 32)
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Figure 32 : Répartition des patientes selon la réponse histologique au niveau du ganglion
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Figure 33 : Absence de reliquat tumoral au niveau d’un ganglion, présence

d’un effet thérapeutique. HE GRX100 (Coupe histologique).

Une évaluation selon la classification de Pennault-Llorca retrouve, une réponse histologique
compléte (pCR) chez 23 patientes (31%). La réponse histologique était modérée (pMR) pour
13 patientes (18%), partielle (pPR) pour 26 (36%) et absente (NOR) chez 11 d’entre elles
(15%) (Figure 34).

mpCR
= pMR
" pPR
ENOR

Figure 34 : Répartition des patientes selon la réponse histologique.
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V. Expression de la réponse pathologique selon les paramétres clinico-pathologique :

Une analyse comparative entre le groupe réponse histologique compléte (pCR), réponse
modere/partielle (oMR, pPR) et absence de réponse (NOR) a été faite pour déterminer les

variables associées a une pCR.
V. 1. Expression de la réponse pathologique en relation avec I’age :

Dans notre série, le taux de la pCR est plus important chez les patientes agées entre 46 et 55
ans (37.93%) (Tableau 1X). L’expression de la pCR ne présente pas une association
statistiquement significative avec I’age. (P=0.2485>0,05)

Tableau IX : L’expression de la réponse pathologique en relation avec I’Age.

PCR PMR, pPR NOR
<35 4(30.77%) 4(30.77%) 5(38.46%)
[36-45] 6(31.57%) 11(57.89%) 2(10.54%)
[46-55] 11(37.93%) 15(51.73%) 3(10.34%)
>55 2(16.67%) 8(66.66%) 2(16.67%)
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V. 2. Expression de la réponse pathologique en relation avec le grade histologique SBR:

Dans notre étude, 55 des cas de tumeurs du sein avec un grade SBR 111 ont un taux de pCR
tres élevé par rapport aux patientes de grade Il (Tableau X).

L’expression de la pCR ne présente pas une association statistiquement significative avec
le grade histologique SBR (P= 0.5184>0,05).

Tableau X : L’expression de la réponse pathologique en relation avec le grade

histologique SBR

PCR PMR, pPR NOR
| 1(50%) 1(50%) 0(0%)
I 9(24.32%) 21(56.76%) 7(18.92%)
i 7(43.75%) 8(50%) 1(6.25%)

V. 3. Expression de la réponse pathologique en relation avec la taille tumorale :

Dans notre série nous avons remarqué que le taux de la pCR est élevé pour les T2 avec
42.86% des cas. Ce taux etait de 33.33% pour les T1 et de 30.77% pour les T3 (Tableau XI).

L’expression de la pCR ne présente pas une association statistiquement significative avec la
taille tumorale (P= 0.7578>0,05).
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Tableau X1 : L’expression de la réponse pathologique en relation avec la taille tumorale.

PCR PMR, pPR NOR
T1 1(33.33%) 1(33.33%) 1(33.33%)
T2 9(42.86%) 10(47.62%) 2(9.52%)
T3 8(30.77%) 14(53.85%) 4(15.38%)

V. 4. Expression de la réponse pathologique en relation avec les récepteurs hormonaux:

Dans notre série les patientes RH positifs ont un taux de pCR élevé par rapport aux RH
négatifs (38.71 % contre 33.33 %) (Tableau XII).

L’expression de pCR ne présente pas une association statistiquement significative avec des

récepteurs hormonaux. (P=0.7082>0,05).

Tableau XII : L’expression de la réponse pathologique en relation avec les récepteurs

hormonaux
pCR PMR, pPR NOR
RH+ 12(38.71%)  14(45.16%) 5(16.13%)
RH- 9(33.33%) 15(55.56%) 3(11.11%)
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V. 5. Expression de la réponse pathologique en relation avec I’index KI67 :

Dans notre série les patientes a index du K167 [51-75] ont un taux de pCR plus élevé par

rapport aux patientes des différentes tranches du KI67.

Nous avons noté qu’il n’a pas de différence significative entre I’expression de pCR et le taux

du K167 (P=0.8784>0,05) (Tableau XII1).

Tableau X111 : L’expression de la réponse pathologique en relation avec I’index K167

pCR PMR, pPR NOR
<25 4(28.57%) 8(57.14%) 2(14.29%)
[26-50] 4(23.53%) 10(58.82%) 3(17.65%)
[51-75] 5(45.46%) 4(36.36%) 2(18.18%)
[76-100] 1(50%) 1(50%) 0(0%)
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Discussion :

Dans notre série, la moyenne d’age des patientes est d’environ 46 ans ce qui est similaire
aux résultats de (Ajgal et al., 2017) (47 ans) et I’é¢tude de (Barrou et al., 2017) sur 196
patientes ou la moyenne d’age été 45.5 ans. Nous avons remarqué que la tranche la plus
touchée dans notre étude était celle de 40-49 ans soit 45%. Ce résultat concorde avec celui
d’une étude effectuée en 2017 par (Giacchetti et al., 2017) sur 120 patients (37,5%) et 1’étude
de (Oubahha, 2010) (40,6%) chez la population marocaine sur 69 patients.

Dans notre série la majorité des cas correspond a des T3, soit 27 cas (54%).20
patientes (40%) avec une taille tumorale T2 et les T1 sont au nombre 3 (6%).
Ces résultats discordent avec ceux de la majorité des études qui, de maniere
générale, notent une dominance de la taille T2. En effet, dans 1’étude (Untch et
al.,2011) sur 217 patientes, la taille T2 présente chez 66,2% de leurs patients
suivis par T3 chez environ 12.8 % et enfin T1 chez environ 4.8% de leurs
patients. Ainsi dans I’étude de (Kim et al.,2013) sur 229 patients. La majorité
des cas correspond a des T2, soit 117 cas (51.1%).46 patientes (20.1%) avec une
taille tumorale T3 et les T1 sont au nombre 33 (14.4%). Cette différence peut
s’expliquerait par le retard de consultation de nos malades et I’absence de

consultation de dépistage.

Dans notre étude le type histologique majoritaire et largement dominant est le carcinome
canalaire infiltrant (CCI) retrouvé dans 79% des cas (57 patientes), ce qui est similaire aux
résultats de 1’étude de (Llombart-Cussac et al.,2017) sur 111 patients (CCI 89%) et I’étude
de (Hammas, 2009) pour la population Marocaine (CCI 86%) ainsi I’é¢tude de (Terri et
al.,2014) (CCI 83%).

Le grade Il est le grade dominant dans la majorité des études de la littérature, il est présent
chez 57% des patientes selon (Kim et al.,2013), suivi par le grade 111 chez environ 37% des
patientes et enfin le grade I chez environ 6%. Ainsi dans I’étude Japonaise de (Tanioka et al.,
2014) sur 366 patients, le grade Il présent chez 62% de leurs patients, le grade 111 chez 34% et

enfin le grade | chez 4 % des patients. Nos résultats avant traitement concordent avec ces
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résultats, le grade SBR Il est présent chez 69% de nos patientes suivies par le grade Ill chez

environ 29% et en fin le grade | chez environ 2% de nos patientes.

L’expression des RH joue un rdle capital au choix du traitement (facteur pronostique). La
détermination de la valeur de ces récepteurs joue un réle dans la réponse a 1’hormonothérapie
(facteur preédictif). Dans 1’étude de (Burstein et al., 2003) I’expression positive des RH
présente chez 65% de la population et I’expression négative chez 35%. Ainsi selon 1’étude de
(Giacchetti et al., 2017) 63.8% expriment le RH contre 36.2% qui ne I’expriment pas. Nos
résultats concordent avec ces résultats de la littérature, 52% de nos patientes expriment les RH

contre 48% qui ne les expriment pas.

L’étude de (Sanchez-Mufioz et al., 2015) sur 81 patientes a évalué le r6le de la prolifération
mesurée par l'indice Ki-67 comme facteur prédictif de pCR a la thérapie de Trastuzumab dans
cancer du sein surexprimant HER2.Les résultats ont montré que I’index du Ki67 > 50% est
plus élevé chez les patientes surexprimant HER2, ceci ne concorde pas avec nos resultats.

Dans notre étude, I’envahissement ganglionnaire a été négatif (N-) chez 44 patientes (59%)
et positif (N+) chez 31 patientes soit un pourcentage de 41%. Le taux de N+ dans notre série
est sensiblement supérieur aux autres études tel que 1’étude Frangaises de (Gimbergues et al.,
2008) avec un pourcentage de 36.4% pour les N+ et 63.6% pour les N-, ainsi dans 1’étude
(Komguem et al., 2016) sur 49 patients 32,65% des patientes avaient des ganglions envahis
N+ contre 67,35% avaient des ganglions non envahis N-. Ce qui confirme le diagnostic tardif

dans notre pays.

Dans notre étude la réponse histologique compléte (pCR) a été obtenu pour 31 % de nos
patientes, un pourcentage relativement proche mais tous de méme inférieur de la moyenne
internationale actuelle qui est autour de 40 % (entre 16 et 65 %) (Kumler | et al.,2014),
(Semiglazov , 2011). Ainsi dans 1’étude frangaise de (Komguem et al .,2016 ) sur 49
patientes ou la pCR a été obtenue pour 19 patientes (38,8 %) ,et elle est identique avec les
résultats de I’étude allemande de ( Untch et al.,2010) sur 445 patientes , la pCR a été obtenue
dans 31.7% de leurs patientes .
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Dans notre étude, une réponse histologique non compléte a été obtenue pour 50 patientes
(69%), parmi eux 11 patientes (15%) avec une absence de réponse.

Nous n’avons pas trouvé des association statistiquement significative entre 1’expression de
la réponse pathologique compléte et les paramétres clinico-pathologique (I’Age, la taille
tumorale, le grade histologique et les récepteurs hormonaux) ce qui est similaire aux résultats

de I’étude Francaise de (Komguem et al.,2016).

Mais (Sdnchez-Mufioz et al., 2015) ont réalisé une étude sur 81 patientes atteintes du
cancer du sein HER2 positive et ont proposé de faire des sous-groupes classé selon
I’expression des récepteurs hormonaux et ils ont trouvé que les tumeurs ayant une forte
expression de genes liés a la prolifération sont associées a des taux élevés de pCR apres une
chimiothérapie néoadjuvante. Cependant, la valeur du biomarqueur de prolifération Ki-67
comme facteur prédictif dans cancer du sein HER2+ est moins claire et n'a pas été
suffisamment étudiée et n’a pas atteint une signification statistique. (Sanchez-Mufioz et
al.,2015)

Les inhibiteurs du récepteur HER2 font I’objet d’un intérét croissant, et leur place dans les
évaluations cliniques en cours souligne I’intérét grandissant des thérapies ciblées dans la prise
en charge du cancer du sein. Le Trastuzumab a été le premier a montrer son bénéfice clinique

en cas de surexpression de HER2, en situation métastatique et adjuvante.

Malgré le bénéfice, des phénomenes d’échappement apparaissent au cours du traitement et
face a ce constat, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été développées et ont prouvé

leurs efficacités.

L’intérét du lapatinib a été démontré chez les patientes traitées pour un cancer du sein
métastatiqgue HER2+ et pour lesquelles les tumeurs étaient réfractaires a un traitement par
trastuzumab, Le lapatinib (Tyverbl) est un inhibiteur de tyrosine-kinase de prise orale
permettant 1’inhibition des récepteurs : epidermal growth factor receptor (EGFR) et HER2. Il
blogue ainsi les voies PI3K/Akt/mTOR et MAPK. Différentes études ont mis en évidence un
meilleur taux de pRC lors de 1’association de 2 thérapies ciblées, communément appelé
double blocage. (Coussy et al., 2014)
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Le pertuzumab est un nouvel anticorps monoclonal humanisé qui se lie spécifiquement au
domaine extracellulaire de HER2 et inhibe son hétérodimérisation avec d’autres membres de
la famille de ’EGFR. Ce faisant, il empéche la cellule tumorale d’échapper a 1’action du
trastuzumab par les voies de signalisation de ’EGFR.(Magne et al., 2010). Il est utilisé en

premiére ligne métastatique avec du trastuzumab Neosphere neoadj. Aphinity adjuvant

Le T-DM1(Trastuzumab-DM1)associe les propriétés de ciblage HER2 du Trastuzumab et la
délivrance ciblée d’un composant anti-microtubule hautement efficace (DM1). Apreés liaison a
HER2, T-DM1 subit une internalisation permettant la libération intracellulaire du DM1.Des
¢études sont en cours pour 1’évaluer en adjuvant et néoadjuvant. (Coussy et al., 2014). 1l est

actuellement utilisé en deuxiéme ligne métastatique.
L’évérolimus (RADOQO01), inhibiteur de la voie de la kinase mTOR, semblerait pouvoir

restaurer la sensibilité tumorale au trastuzumab, avec des taux de réponse significatifs dans

des populations de patientes préalablement lourdement traitées.(Magne et al., 2010)
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Conclusion :

La prise en charge des patientes atteintes d’un cancer du sein surexprimant HER2 a 1’aide
de thérapies ciblées est primordiale en raison de 1’agressivité de ce type de cancer. Sa prise
en charge en situation neoadjuvante permet d’apprécier la sensibilité des patientes a la
chimiothérapie.

Notre étude est la premiére a notre connaissance en Algeérie qui a repris une série de
patientes surexprimant HER2 traitées en neoadjuvante a base d’Herceptine, afin d’apprécier
le taux de réponse pathologique sur piecesopératoires mettant en avant un taux de pCR pas
trés éloigné de celui de la littérature, mais qui met en avant des taux de patientes non
répondeuses qui probablement présentent biologiqguement une singularité dans leurs voies de
signalisations.

Pour ces patientes une attitude thérapeutique différente est a prévoir en cas de progression
et on propose de rajouterlors du diagnostic de nouveaux anticorps tel que PTEN, MUC 4
et P27 pour établir des protocoles qui seraient a la carte. Mais pour cela des essais cliniques

doivent étre entrepris en intégrant ces données.
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Annexe I:

Classification TNM du cancer du sein, 7éme édition (2010)

Tumeur Primaire T

Tx : la tumeur primitive ne peut pas étre évaluée
TO : la tumeur primitive n’est pas palpable
T1: tumeur <2 cm dans sa plus grande dimension

T1mic : micro-invasion <1 mm dans sa plus grande dimension
Tla:1 mm < tumeur <5 mm dans sa plus grande dimension
T1b : 5 mm < tumeur <1 cm dans sa plus grande dimension
T1c : 1 cm < tumeur <2 cm dans sa plus grande dimension

T2 : 2 cm < tumeur <5 cm dans sa plus grande dimension

T3 : tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension

T4 : tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extension directe soit a la paroi thoracique (a),
soit a la peau (b)

T4a : extension a la paroi thoracique en excluant le muscle pectoral

T4b : oedéme (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein,

T4c: Tda+ T4b

T4d : cancer inflammatoire

Ganglions lymphatiques régionaux pN

NX : I’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux ne peut pas étre évalué

NO : absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence d’examen
complémentaire a la recherche de cellules tumorales isolées

N1mi : micrométastases > 0,2 mm et <2 mm

N1 : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires ou/et envahissement des ganglions de la CMI
détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

N1a : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires

N1b : envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe
clinique

N1c : envahissement de 1 & 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI
detecte sur ganglion sentinelle sans signe clinique (pN1a + pN1b)

N2 : envahissement de 4 & 9 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions mammaires

internes homolatéraux suspects, en 1’absence d’envahissement ganglionnaire axillaire



N2a : envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires avec au moins un amas cellulaire > 2 mm
N2b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects, en I’absence
d’envahissement ganglionnaire axillaire

N3 : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions sous-
claviculaires (niveau Il axillaire) ou envahissement des ganglions mammaires internes
homolatéraux suspects avec envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus
de 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI détecte sur ganglion
sentinelle sans signe clinique ou envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux
N3a : envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires (avec au moins un amas cellulaire > 2
mm)ou envahissement des ganglions sous-claviculaires

N3b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec
envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et
envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

N3c : envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

Meétastases a distance (M)

Mx : renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO : absence de métastases a distance

M1 : présence de métastase(s) a distance



Annexe Il :

Grade histopronostique de Scarff Bloom Richardson (SBR)

Différenciation tubulo-glandulaire

Proportion de tubes ou glandes dans la tumeur (en % de surface tumorale)

* > 75% : tumeur bien différenciée : 1

* 10-75% : tumeur moyennement différenciée : 2

* < 10% : tumeur peu différenciée : 3

Pléomorphisme nucléaire : degré d’atypie

Apprécié sur la population tumorale prédominante

» Noyaux petits, réguliers, uniformes : 1

* Pléomorphisme modéré : 2

* Variation marquée de taille, de forme, avec nucléoles proéminents : 3

Nombre de mitoses

A compter au grossissement x 400 ;

* 1 sur quelques champs : 1

* 2 sur la majorité des champs : 2

* > 3 sur la majorité des champs : 3

Score total par addition des 3 parametres

*3-4-5: Grade |

* 6-7 : Grade Il

* 8-9: Grade Il




Annexe |11 : Classification histologique de ’OMS 2012
Tumeurs épithéliales non infltrantes :
- Carcinome canalaire in situ (ou intracanalaire) CCIS
- néoplasie lobulaire
e Carcinome lobulaire in-situ
e Carcinome lobulaire in-situ pléomorphe
e Hyperplasie lobulaire atypique
Tumeurs épithéliales infiltrantes :
- Carcinome infiltrant de type non spécifique (canalaire TNS)
[JCarcinome pléomorphe
[Carcinome avec cellules géantes ostéoclastiques
[JCarcinome avec aspects choriocarcinomateux
[JCarcinome avec aspects mélanocytaires
- Carcinome lobulaire infiltrant
e Carcinome lobulaire classique
e Carcinome lobulaire solide
e Carcinome lobulaire alvéolaire
e Carcinome lobulaire pléeomorphe
e Carcinome lobulaire mixte
- Carcinome tubuleux
- Carcinome cribriforme
- Carcinome mucineux
- Carcinome avec des aspects médullaire
e Carcinome médullaire
e Carcinome médullaire atypique
e Carcinome infiltrant NST avec aspects médullaire
- Carcinome apocrine
- Carcinome a cellules en bague a chaton.
- Carcinome micro-papillaire infiltrant
- Carcinome métaplasique de type non spécifique
e Carcinome adénosquameux de bas grade.
e Carcinome métaplasique de type Fibromatosis-like.

e Carcinome épidermoide.



Carcinome a cellules fusiformes.
Carcinome métaplasique avec différentiation mésenchymateuse
- Différentiation chondroide
- Différentiation osseuse
Carcinome métaplasique mixte a composante épithéliale et conjonctive

Carcinome myoépithéliale

Types rares

- Carcinome avec aspects neuroendocrines

[JTumeur neuroendocrine bien différenci€.
[JCarcinoide atypique
[JCarcinome neuroendocrine peu différencié (carcinome a petites cellules)

OCarcinome avec différentiation neuroendocrine

- Carcinome sécrétoire

- Carcinome papillaire infiltrant

- Carcinome a cellules acineuses

- Carcinome mucoépidermoide

- Carcinome polymorphe

- Carcinome oncocytique

- Carcinome a cellules riches en lipides.

- Carcinome a cellules claires riches en glycogéne.

- Carcinome a cellules sébacées

- Tumeurs type glandes salivaires

Cylindrome

Hidradénome a cellule clair



Annexe 1V :
Stratégies thérapeutiques du cancer du sein
Chirurgie :

L’intervention chirurgicale constitue généralement la premicre étape du traitement
apres le diagnostic de cancer du sein. Selon la taille, localisation et la nature de la tumeur,
différentes techniques peuvent étre employées afin d’assurer une exérése totale de la 1ésion
tout en garantissant, dans la mesure du possible, un bon résultat esthétique. Deux techniques
chirurgicales sont envisageables pour le traitement du cancer du sein : tumorectomie
(traitement conservateur) et la mastectomie (traitement radical).

Une chirurgie mammaire conservatrice, appelée tumorectomie est indiquée dans le traitement
de tumeurs de petites tailles (2cm) ou un peu plus grosses si les seins sont suffisamment
volumineux. Elle consiste a retirer la tumeur et une petite quantité des tissus qui 1’entourent
de facon a conserver la plus grande partie de votre sein. Une chirurgie conservatrice est
toujours complétée d’une radiothérapie du sein.

Une chirurgie mammaire non conservatrice, appelée mastectomie. Elee consiste a enlever
dans son intégralité le sein dans lequel se situe la tumeur, y compris ’aréole et le mamelon.

Radiothérapie

La radiothérapie occupe une place essentielle dans le traitement locorégionale du sein.
Elle permet de diminuer de 60% le risque de récidive locale apres mastectomie ou
tumorectomie et augmente la survie des patientes.
Elle utilise des rayonnements ionisants pour détruire les cellules cancéreuses. La radiothérapie
est appliquée sur :
- La paroi thoracique si le traitement chirurgical a été radical.
- La glande mammaire restante si la chirurgie a été conservatrice.
- Les aires ganglionnaires sus claviculaires si les ganglions axillaires sont envahis.(Genevee
T.,2014)
Chimiothérapie
Le cancer du sein est 1’un des cancers les plus chimio-sensibles. La chimiothérapie peut étre
utilisée en situation néo-adjuvante pour réduire la taille de la tumeur et permettre ainsi un
traitement chirurgical conservateur, en situation adjuvante ainsi qu’en situation métastatique.

Le principe de la chimiothérapie est d’empécher la division des cellules engagées dans le
cycle cellulaire. La substance utilisée a cet effet capable d’endommager les cellules sont dites
cytotoxiques. Dans I’objectif de réduire les résistances précoces, la poly-chimiothérapie est
plus souvent utilisee par rapport a la mono-chimiothérapie.

Malgré I’efficacité de cette thérapie, sa non spécificité est un inconvénient majeur car les
agents chimiotherapeutiques attaquant I’ensemble des cellules en division sans aucune
distinction entre les cellules saines et le cellules tumorales. Elle présente donc nombreux
effets secondaires tels que 1’alopécie, anémie, immunodépression, diarrhées et
vomissements... etc. (Saglier J.et al,2003)

Chimiothérapie néo-adjuvante

La chimiothérapie néo-adjuvante (CTNA), définie comme 1’administration préopératoire d’un
traitement cytotoxique, représente depuis de nombreuses annéees un standard thérapeutique
dans le cancers du sein localement avances ou inflammatoires, pour lesquels son intégration



au sein d’une prise en charge multimodale, incluant chirurgie et radiothérapie a contribue a
améliorer la survie.(Goncalves A.,2016)

La CTNA s’est également développée dans le cadre des cancers du sein opérables, avec les
objectifs thérapeutiques suivant :
e Renduire le risque de récidive et de déces par cancer du sein
e Ameliorer les options chirurgicales, en rendent conservatrice une chirurgie qui ne
I’était pas initialement ou en améliorant le résultat esthétique final
e Obtenir des informations sur la réponse thérapeutique et sur la biologie de la maladie.
Ces informations pourraient dans le cadre de la recherche clinique, constituer un
critere de jugement intermédiaire pour évaluation de nouveaux agents.( Kaufmann
M.et al.,2012)

L’hormonothérapie

L’hormonothérapie est un traitement systémique empéchant la croissance et la propagation des
cellules cancéreuses du sein dites « RH+ » (récepteurs hormonaux positif). Les cellules peuvent
présenter des récepteurs aux cestrogenes, a la progestérone ou bien aux deux hormones. Donc
I’hormonothérapie est indiquée comme traitement adjuvant des cancers du sein

hormonosensibles (Genevee T.2014).
Annexe V:

Classification de la réponse pathologique
Classification de Feldman (1986)
Classification de Feldman

Groupe A : absence de tumeur résiduelle macroscopique

Groupe B : tumeur résiduelle

Classification de Chevallier (1993b)
Classification de Chevallier

Classe 1 : rémission compléte = disparition tumorale compléte macroscopique et
microscopique dans le sein et I’aisselle.

Classe 2 : carcinome in situ, pas d’atteinte ganglionnaire

Classe 3 : carcinome invasif avec altération stromale




Classe 4 : rares altérations ou absence d’altérations des cellules Tumorales

Classification de Viens (1998)

Classification de Viens

Grade | : réponse compléte Absence de tumeur résiduelle

Grade Il : bon répondeur Religuat de carcinome in situ ou tumeur
invasive résiduelle minime de moins de
5 mm ou embole résiduel nécrotique

Grade 111 : répondeur partiel Carcinome invasif avec altérations
cellulaires tumorales et/ou stromales

Grade 1V : non répondeur Plus de 75 % de tumeur residuelle sans
altération

Classification de Honkoop (1998)

Classification de Honkoop

Maladie résiduelle minime

- pCR (pathologic complete response) : réponse complete

- mPR (microscopic pathologic response) : macroscopie normale, rares cellules
néoplasiques . dispersées (sein ou ganglions)

Maladie résiduelle macroscopique :

- Macroscopique

- Diffuse

Stratification de la réponse ganglionnaire :
- Pas de métastases

- 1 a 3 ganglions envahis (N+)

-4 210 N+

- plus de 10 N+

Classification de I’essai NASBP B-18 (2002)

NASBP B-18
pPCR (réponse histologique compléte) Aucune cellule tumorale présente
pPR (réponse histologique partielle) Présence de cellules isolées ou d’amas au

sein d’un stroma desmoplastic ou hyalin
pNR (absence de réponse histologique) Tumeur ne présentant aucun aspect
suscité




Classification de Miller-Payne

Classification de Miller-Payne

Grade 1 Aucun changement
Grade 2 Persistance de foyers tumoraux
Grade 3 Réduction majeure du nombre de cellules
tumorales

Grade 4 Quelques cellules tumorales résiduelles
Grade 5 Aucune cellule tumorale identifiable

Réponse pathologique Classification de Sataloff
Réponse pathologique complete TANA/TANB
Réponse pathologique modérée TBNA/TBNB
Réponse pathologique partielle TANC/TBNC/ TCNA/TCNB/TCNC
Absence de réponse TDND/TAND/TBND/TCND

Classification de Pennault-Llorca



Annexe VI :
Matériels et appareillage :

*Lames silanisées

*Lamelles

* Appareil d’inclusion en paraffine (Leica Microsystemes)
*Appareil de circulation automatique (Leica TP1020)
*Bacs et panier en verre

*Bain marie

*Cassettes en plastique

*Chambre humide

*Etuve thermostatée

*Station de déshydratation

*Micropipettes réglables

*Microscope photonique Zeiss

*Microtome(Leica)

*Minuteur

*Portes lames

*Réfrigérateur

*Stylo délimitant :DAKO pen

*Graveur (diamantin)

Microtome Leica Bain marie



Etuve thermostatatée Microscope photonique Zeiss

o 9
omoE
aeat

g@mm

Appareil de circulation Automate de coloration

automatique




BenchMark ULTRA Automated IHC/ISH slide staining system

Annexe VII :
Récépteurs hormonaux « Score Allred »

Marquage nucléaire Intensité

B Total des scores

[ 0-2 Négatif
[ >3 Positif
Annexe VIII :
Critéres d’interprétation du marquage immunohistochimique d’HER?2 selon les
recommandations de ’ASCO 2007.
Score Marquage Interprétation

1+ > 10% cellules positives, marquage membranaire négatif

incomplet faible.

3+ >30% cellules positives, marquage membranaire Positif

complet intense.




Annexe IX :

PROTOCOLE : SISH TIS

PROTOCOLE N° : 4998

PROCEDURE : U DuAL CKT (v1. 02. 0120)

BENCHMARK ULTRA IHC / ISH STAINING MODULE

VENTANA MEDICAL SYSTEMS, INC., 1910 INNOVATION PARK DRIVE TUCSON, ARIZONA USA

ok~ wdpE

15.

16.
17.
18.
19.

20.
21.

22.
23.
24,

25.
26.

Etuvage [Sélectionné]

Chauffer la lame a [63 Deg C], et incuber [20 Minutes] (Etuvage)
Déparaffinage [Sélectionné]

Cell Conditioning [Sélectionné]

Cell Conditioning CC2 [Sélectionné]

Chauffer la lame a [86 Deg C], et incuber 4 Minutes (avec tampon CC2 (Cell
Conditioning 2))

CC2 Court [Sélectionné]

Incuber [8 Minutes] (Cycle 1)

CC2 Standard [Sélectionné]

. Incuber [12 Minutes] (Cycle 2)

. CC2 Long [Sélectionné]

. Incuber [8 Minutes] (Cycle 3)

. Protéase 3- ISH [Sélectionné]

. Déposer une goutte d’ISH- PROTEASE 3, Déposer Huile de Paraffine, et incuber [16

Minutes]

Déposer deux gouttes de [HER2DNP CHR17DNG] (C- Sonde), et incuber pendant 4
minutes

Chauffer la lame & 80 Deg C, et Incuber [20 Minutes] (Dénaturation)

Incuber [6 Heures] (Hybridation)

Chauffer la lame a [72 Deg C], et incuber 8 Min (Température de lavage rigoureux)
Déposer une goutte de SIL ISH DNP HRP, Déposer Huile de Paraffine, et incuber [32
Minutes]

Déposer une goutte de SIL ISH DNP CHRC, et incuber [4 Minutes]

Déposer une goutte de RED ISH DIG AP, Déposer Huile de Paraffine, et incuber [24
Minutes]

Déposer une goutte de RED ISH DIG FR, et incuber [8 Minutes]

Contre- Coloration [Sélectionné]

Déposer une goutte de [Hématoxyline] (Contre — Coloration), Appliquer Coverslip, et
incuber [12 Minutes]

Post Contre- Coloration [Sélectionné]

Déposer une goutte de [BLUING REAGENT] (Post Contre — Coloration), Appliquer
Coverslip, et incuber [8 Minutes]



% Une goutte correspond a une dose de réactif

Annexe X :

Etude macroscopique des piéces opératoires:

Piéce de mastectomie:
Orienter la piéce.
La mesurer dans les 3 dimensions.
Décrire et mesurer le lambeau cutané.
Décrire le mamelon (rétraction, ulcération, maladie de Paget).
Ouvrir selon deux protocoles:
- Section horizontale sur le nodule.
- Coupes verticales en feuillets de livre.
Mesurer et décrire la tumeur.
Mesurer la distance la tumeur et les berges d’exérese.
Mesurer la distance entre la tumeur et la base de résection (BDR).
Prélevements

Déposés dans des cassettes



Annexe XI :

PROTOCOLE : PATHWAY 36 (IMMUNOHISTOCHIMIE AUTOMATE)

PROTOCOLE N° : 3

PROCEDURE : U ULTRAVIEW DAB (v1. 02. 0018)

BENCHMARK ULTRA IHC / ISH STAINING MODULE

VENTANA MEDICAL SYSTEMS, INC., 1910 INNOVATION PARK DRIVE TUCSON, ARIZONA USA

1. Déparaffinage [Sélectionné]

2. Chauffage des lames jusqu’a [72 Deg C] a partir de Températures moyennes
(Déparaffinage)

3. Cell Conditioning [Sélectionné]

4. ULTRA Conditioner #1 [Sélectionné]

5. Chauffer la lame a [95 Deg C], et incuber 8 Minutes (avec tampon CC1 (Cell

Conditioning #1))

20 minutes d’ULTRA CCI1 [S¢électionné]

36 minutes d’ULTRA CC1 [Sélectionné]

Température d’incubation de 1’anticorps [Sélectionné]

Chauffer la lame a [37 Deg C], et incuber 4 Minutes (Anticorps)

10. Anticorps [Sélectionné]

11. Déposer une goutte de [PATHWAY HER2 4B5] (Anticorps), Appliquer Coverslip, et
incuber [16 Minutes]

12. Contre- Coloration [Sélectionné]

13. Déposer une goutte de [Hématoxyline] (Contre — Coloration), Appliquer Coverslip, et
incuber [12 Minutes]

14. Post Contre- Coloration [Sélectionné]

15. Déposer une goutte de [BLUING REAGENT] (Post Contre — Coloration), Appliquer
Coverslip, et incuber [4 Minutes]

¢+ Une goutte correspond a une dose de réactif

Annexe XII : Interprétation et scores de la surexpression par
immunohistochimie de la protéine HER2 Score

Marquage Indication pour le
trastuzumab
0 Absence de marquage ou < 10 | Non
% de cellules
1+ Marquage faible et incomplet | Non
de > 10 % de cellules
2+ Marquage faible ou modéré et | Oui, seulement si
complet de > 10 % de cellules | amplification prouvée par
FISH/CISH/SISH




3+

Marquage fort et complet de >
30 % de cellules

Oui




