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RESUME

Résumé

Le cancer du poumon est désormais le cancer le plus mortel dans le monde autant chez les hommes
que chez les femmes, puisqu’il touche un organe essentiel a notre systéme respiratoire.
Dans ce travail une détection de la mutation EGFR a été realisée afin de classer les patients porteurs
de la mutation pour bénéficier d’une thérapie ciblée avec une étude de I’aspect anatomo-
pathologique et moléculaire du cancer broncho-pulmonaire.
Cette étude a été menee sur une période allant de décembre 2015 a Mai 2016 et sur une serie de 30
patients atteints d’un cancer pulmonaire au niveau du laboratoire d’anatomo-pathologie du Centre
hospitalo-universitaire, Mustapha Bacha (Alger).
L’age des patients varie entre 27 ans et 80 ans, avec un age moyen de 55 ans et une prédominance
masculine avec un sexe ratio de 3.28.
L’incidence d’un cancer broncho-pulmonaire chez la femme peut survenir a tout age, tandis que chez
I'nomme le pic de fréquence est situé entre 50-70 ans.
30 patients ont bénéficiés d’une recherche de la mutation EGFR par le biais de la PCR en temps réel.
Cette derniére a montré que 13 patients sont porteurs de cette mutation soit 43% sont EGFR(+) et
57% des patients sont EGFR(-).
Sur ces 13 cas (46% sont de sexe féminin et 54% sont de sexe masculin)
19 mutations sont retrouvées : - 5 mutations sur I’exon 18 et 5 autres sur I’exon 20 ;

- 4 mutations sur I’exon 19 et 5 sur I’exon 21.
Le ciblage thérapeutique est plus complexe a cause de la variabilité génotypique associé au cancer

broncho-pulmonaire.

Mots clés : EGFR, cancer broncho-pulmonaire, mutation, exon, ciblage thérapeutique, variabilité

génotypique.
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Abstract

Abstract

This work consists on a histological appearance and the molecular side of lung cancers, and detecting
the EGFR mutation to classify patients to benefit from targeted therapy.

This study was carried out over a period going from 2015 to 2016 on a series of 30 patients with lung
cancer in the laboratory of anatomo-pathology of the University Hospital Mustapha Bacha (Algiers).
Patient’s age varies between 27 and 80 years old, with an average age of 55 years old and a male
predominance with a sex ratio of 3.28.

The incidence of lung cancer in women can appear at any age, whereas in men the frequency peak is
between 50-70 years.

These 30 patients benefits from a spot of the EGFR mutation via the real time PCR which showed
that 13 patients out of 30 patients carriers this mutation, so 43% of patients were EGFR (+) while
57% of patients were EGFR (-).

Of those 13 cases 46% are female and 54% are male who presented 19 mutations, 5 mutations on
exon 18 and 5 others on the exon 20, 4 mutations on exon 19 and 5 on exon 21.

Therapeutic targeting is more difficult due to the genotypic variability associated with lung cancer.

Keywords: EGFR, Lung cancer, mutation, therapeutic targeting, the genotypic variability.
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INTRODUCTION

Le cancer du poumon, appelé aussi cancer bronchique, est une maladie des cellules des
bronches ou, rarement, des cellules qui tapissent les alvéoles pulmonaires.
I1 se développe a partir d’une cellule initialement normale qui se transforme et se multiplie de fagon
anarchique pour devenir une cellule cancéreuse. (L’Institut National du Cancer ,2010)
Chez I’homme, I’incidence du cancer broncho-pulmonaire est stable tandis qu’elle ne cesse
d’augmenter chez la femme. (Ngol et Duong-Quy, 2015)
En Algérie, Quarante personnes meurent du cancer du poumon chaque jour, soit 15 000 déces par an.
(Ahcéne, 2015)
On distingue deux grands types de cancers bronchiques :
Les cancers bronchiques non a petites cellules et les cancers bronchiques a petites cellules.
IIs représentent respectivement environ 80 % et 20 % des cancers bronchiques. (L’Institut National
du Cancer, 2010)
Le risque d’avoir un cancer est augmenté dans le cas ou des mutations sont acquises ou transmises

comme la mutation du récepteurs de ’EGFR (Roy S.H et al., 2012)

Cette mutation provoque une activation constitutive de la tyrosine kinase et une activation
incontrblée des cascades de signalisation en aval du récepteur. (Catherine S chill et al., 2015)
C’est pour cela que le but de cette étude est de détecter la mutation EGFR dans les adénocarcinomes

pulmonaires pour pouvoir cibler les thérapies

L’objectif de notre travail consiste en :

L’étude de I’aspect anatomopathologique et moléculaire du cancer broncho-pulmonaire.

Détection de la mutation EGFR.
Classement les patients porteurs de la mutation EGFR qui doivent bénéficier d’une thérapie

ciblée.
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l. 1. Rappel anatomique

Notre systéme respiratoire est composé des voies nasales, de la trachée et de deux poumons.

Son réle est double : fournir notre organisme en oxygeéne (02) et évacuer le dioxyde de carbone (Co2).
Les poumons ont la consistance d'une grosse eponge élastique. Ils sont accrochés aux cotes et soutenus
par un muscle, le diaphragme. (Figure 1)

Le poumon droit contient trois lobes tandis que le poumon gauche n'en contient que deux afin de laisser
de la place pour le cceur. Ils sont séparés I'un de l'autre, au centre, par le médiastin et protégés par
la cage thoracique en avant, en dehors et en arriére, sauf au niveau de leur sommet, car ils dépassent
ventralement le bord supérieur de la premiere c6te, et montent jusqu'au-dessus de la clavicule, a la base
du cou, dans le creux supra claviculaire.

Ils sont composés de bronchioles et des alvéoles pulmonaires. (Annexe 1) (Marcotte et Ouimet, 2005)

Les poumons dans le systeme respiratoire

cavite nasale
pharynx

larynx
trachée

bronches

poumon - lobhe superieus
droit ‘

poumon
gauche

lobe inlerseur

Figure 1 : Les poumons dans le systéme respiratoire (Marcotte et Ouimet, 2005)
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1. 2. Epidémiologie

» Dans le monde

Les cancers figurent parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde ; en 2012,
on comptait approximativement 14 millions de nouveaux cas et 8,2 millions de déces liés a la maladie.
(Figure 2) (World Cancer Report, 2014)

i Cancer du poumon

H cancer du foie

4 cancer de I'estomac

H cancer colorectal

i cancer du sein

Figure 2: la répartition des principaux types de cancer dans le monde selon l'atteinte
(Martel et al, 2008)

» Dans le Maghreb
En 2002, I’incidence des cancers du poumon était de 18.7/100000 habitants pour 1’Algérie,
29.7/100000 habitants pour la Tunisie et 22.1/100000 habitants au Maroc. (Globocan, 2002)

Tableau 1 : incidence du cancer bronchique en Afrique du nord

Pays Homme Femme
Algérie 17.7 1.6
Maroc 20.1 2.0
Tunisie 27.8 1.9
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» En Algérie
Le cancer broncho-pulmonaire est la premiere cause de mortalité.
Le tabac reste le facteur le plus important dans I’apparition du cancer broncho-pulmonaire, en effet
Quarante personnes meurent du cancer du poumon chaque jour en Algérie, soit 15 000 déces par an.
En se basant sur une étude rétrospective et descriptive des dossiers des patients agés de plus de 65 ans
hospitalisés dans le service pneumo-phtisiologie du CHU de Tizi Ouzou durant les années 2012-2013,

elle fait ressortir que 56,25% d'entre eux sont fumeurs,2,25% victimes de tabac passif, et 6,25% non-
fumeurs. (Ahcéne, 2015)

I. 3. Les causes

l1.3.1. Le tabagisme

Selon la ligue nationale de France contre le cancer, le tabac est le facteur responsable de la trés grande
majorité des cancers du poumon.

Chez I’Homme, 85% des cancers du poumon sont dues au tabac.

La fumée de tabac contient plus de 60 cancérigénes connus, comprenant les radio-isotopes de la chaine
de désintégration du radon, des nitrosamines, du polonium et du benzopyréne, entre autres. (Hechet,
2003)

En outre, il semble que la nicotine diminue la réponse immunologique aux développements malins

dans les tissus exposés. (Sopori, 2002)

l. 3. 2. Le tabagisme passif

L’exposition passive a la fumée de cigarette augmente le risque de cancer du poumon non a petites
cellules, mais de maniere nettement moins marquée que par le tabagisme actif. (Recommandations de
IPESMO, 2014)

e (Gazes toxigues

l1.3.3. Leradon

Est un gaz radioactif produit par la désintégration naturelle de 1’'uranium. Ce gaz est omniprésent a des
niveaux tres faibles dans 1’air extérieur et peut s’accumuler a I’intérieur des batiments par des fissures
dans les planchers, les murs ou les fondations. Cependant, 1’exposition au radon domestique dépend

beaucoup de la maniére dont les maisons sont construites et ventilées. D’autre part, le radon joue un



RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

réle particulierement important dans le risque de cancer du poumon chez les mineurs de fond qui sont

habituellement exposeés a des taux élevés de ce gaz. (Recommandations de PESMO, 2014)

l.3. 4. L amiante

Ce minéral est cancérigéne pour les personnes exposées par leur profession. Il a été utilisé dans une
grande gamme de produits d’isolation thermique, de protection anti-incendie, d’isolation acoustique, de
toiture, de sol et intégré dans d’autres matériaux de construction. L’association du tabagisme actif et de
I’exposition a I’amiante multiplie le risque de cancer du poumon non a petites cellules. De nos jours,
compte tenu de la forte relation existant entre 1’exposition a I’amiante et le mésothéliome, un autre
cancer qui se loge dans la plévre, de nombreux pays (dont ceux de I’Union européenne) ont interdit,

totalement ou partiellement, 1’usage de ce minéral. (Recommandations de ’ESMO, 2014)

l. 3. 5. Facteurs génétiques

Les études épidémiologiques montrant une association entre les antécédents familiaux et un risque

accru de cancer du poumon.

Le risque d’avoir un cancer est augmenté dans le cas ou des mutations sont transmises comme par

exemple les mutations de la lignée germinale du gene rétinoblastome ou autres. (Roy et al., 2012)

I. 4. La classification du cancer du poumon

l1.4. 1. Classification TNM

La classification TNM est une classification internationale des différents cancers, permettant d'évaluer

leur dangerosité et leur évolution.
Elle a été créée sous I'impulsion de Pierre Denoix, un chirurgien d'origine francaise.

Trois critéres entrent en compte dans cette classification des cancers, chaque critére étant symbolisé par
une lettre (Pierrick, 2014) :

v" La lettre T correspond a la dimension de la tumeur primaire. (Annexe I1)
v La lettre N symbolise une attaque éventuelle des ganglions lymphatiques voisins (Annexe I11)
v' La lettre M caractérise les éventuelles métastases, des tumeurs secondaires découlant de la

tumeur primitive. (Annexe 1V)
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1.4.2. La classification en stade

Lorsqu’un cancer est diagnostiqué, il est important d’en définir le stade afin de déterminer 1’étendue de

la propagation du cancer et s’il est a un stade précoce, localement avancé ou métastatique. (Annexe V)

(Lababede, 2011)

1. 5. Les types du cancer du poumon

La majorité des cancers pulmonaires appartiennent a 1’un des deux types suivants (Ngol et Duong,
2015):

v" les carcinomes broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBNPC) a 80%.

v' Les carcinomes broncho-pulmonaires a petites cellules (CBPC) a 20%.
Auparavant, le traitement était assez homogene au sein des carcinomes non a petites cellules.
L'avenement des thérapies dites « ciblées » rend maintenant indispensable le sous-typage des
carcinomes ainsi que l'analyse du profil mutationnel des adénocarcinomes, afin de choisir la

thérapeutique la plus efficace et avec le meilleur rapport bénéfice/risque. (CoPath, 2013)

Tableau I1: Principaux types histologiques des carcinomes broncho-pulmonaires

Carcinomes non a petites cellules Carcinome a petites cellules (= 20 %)

Carcinome épidermoide (= 3040 %) Carcinome a petites cellules (= 20 %)

Adénocarcinome (= 40 %), en

augmentation

Carcinome a grandes cellules (= 15 %)

1. 5. Les carcinomes broncho-pulmonaires non a petites cellules

Il s’agit d’un groupe de cancers du poumon dont les cellules n’apparaissent pas « petites » au
microscope, contrairement au cancer du poumon a petites cellules.

Les trois principaux types de cancers du poumon non a petites cellules sont les carcinomes
épidermoides, les adénocarcinomes et les carcinomes du poumon a grandes cellules.

Le diagnostic de ces cancers repose sur les mémes principes, mais le traitement peut differer selon le

type de maladie. (Les recommandations de ’ESMO, 2014).
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| .5.1 .Carcinome épidermoide

Le carcinome épidermoide est une tumeur maligne épithéliale montrant des signes histologique de
différenciation malpighienne : kératinisation et/ou ponts intercellulaire. (Groussar et al., 2001)

» Histologie
Tumeur maligne épithéliale avec une différenciation malpighienne, cette différenciation peut étre
reconnue morphologiquement par la présence de ponts d'union ou de kératine (figure 3).
Les carcinomes épidermoides ont une association forte avec la consommation de tabac et leur

localisation est souvent proximale, péri- ou endo-bronchique. (CoPath, 2013)

» Le pronostic

Pour les carcinomes épidermoides, le seul traitement curatif a proposer est la chirurgie quand elle est
possible, la survie a 5ans aprées chirurgie est de 50% pour les stades | et de 30% pour les stades II.

(groussar et al., 2001)

l.5. 2. Adénocarcinome

Tumeur épithéliale avec différenciation glandulaire. Cette différenciation peut étre reconnue

morphologiquement par la présence de glandes et/ou d'une muco-sécrétion (figure 4).

C’est le type de cancer le plus fréquent chez les non-fumeurs (femmes, origine asiatique), avec une
localisation le plus souvent péeriphérique.
» Histologie
Selon leur architecture, les adénocarcinomes sont classés en forme acineuse, papillaire, solide et
broncho-alvéolaire. (groussar et al., 2001)
» Le pronostic
Les facteurs histopronostiques des adénocarcinomes pulmonaires sont, comme pour toute tumeur, la
taille, la présence ou non d’envahissement ganglionnaire et pleural et de métastases. (groussar et al.,
2001)
» Forme particuliére

Adénocarcinome in situ (ex-carcinome bronchiolo-alvéolaire). Il est de meilleur pronostic, il s'agit
d'une prolifération de cellules carcinomateuses le long des alvéoles sans invasion stromale, vasculaire

ou pleurale, ni métastases ganglionnaires ou a distance. (CoPath, 2013)
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Figure 3: Carcinome épidermoide bien différencié (CoPath, 2013)

Tableau I11 : Les différentes formes d’adénocarcinomes. (groussar et al., 2001)

Les adénocarcinomes

Adénocarcinomes Adénocarcinome

acineux. papillaire

-bien, moyennement et -C’est une
peu différencié. prédominance de
L structures papillaires a
-Acini et tubes. o
ramifications
-Glandes de forme secondaires ou
irreguliére produisant  tertiaires ; avec ou son

du mucus. production de mucus.

1. 5. 3. Carcinome a grandes cellules

Carcinome

bronchioalvéolaire
-bien différencié.

-Progression des
cellules tumorales le
long des cloisons

alvéolaires

Adénocarcinome avec

production de mucus
-peu différencié.

-Absence d’acini, de

tube ou de papilles.

-présence de mucines.

Les carcinomes a grande cellules sont des tumeurs malignes épithéliales faites de cellules au

cytoplasme abondant, au noyau volumineux, et dépourvues de toute composante épidermoide ou

glandulaire.
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» Histologie
L’aspect est varié, rappelant parfois des carcinomes épidermoides, glandulaire ou neuroendocrines,

mais sans en posséder les critéeres morphologiques formels ; les cellules sont généralement de grande
taille, possédent des noyaux volumineux, vésiculeux, pourvus d’un nucléole proéminent ; les limites
cytoplasmiques sont souvent nettes, ces cellules sont groupées en travées ou lobules. (O.groussar et
al., 2001)
L’apparition de ce type de carcinome est en relation avec le tabagisme avec une localisation
périphérique ; c’est des tumeurs trés invasives, notamment pour les structures adjacentes. (CoPath,
2013)

l. 6. Les carcinomes broncho-pulmonaires a petite cellules

Les cancers bronchiques a petites cellules représentent actuellement 15 a 20 % des tumeurs
bronchiques primitives. (INCa et I’agence d’expertise sanitaire et scientifigue en cancérologie,
2015)
Les carcinomes a petites cellules doivent leurs noms au fait que les cellules qui s'y multiplient sont de
petite taille.

Ce sont des tumeurs causées principalement par le tabagisme et a développement important avec une
croissance intense et une extension rapide aux autres organes. Les métastases sont fréquentes au
moment du diagnostic et le traitement se fait essentiellement par radiothérapie ou chimiothérapie,
beaucoup plus rarement par chirurgie. (Pierrick H, 2014)

» Histologie

Ce sont des carcinomes (tumeur maligne épithéliale) neuroendocrines peu différenciées. Les cellules

sont petites avec un haut rapport nucléo-cytoplasmique (noyaux volumineux) et des mitoses trés

nombreuses (figure 5).

» Localisation :

Masse hilaire, médiastinale. (CoPath, 2013)
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Figure 5:Carcinome a petites cellules (CoPath, 2013)
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|.7. Carcinogénese tissulaire

La carcinogénese broncho-pulmonaire est un processus multi-étape et multicentrique chez les fumeurs,
elle peut affecter au hasard toute région de 1’arbre aérien.

La progression des lésions pré-néoplasiques dépend du nombre, de la chronologie et de la vitesse
d'accumulation des anomalies génétiques et moléculaires.

Par la détection précoce, dés les stades pré-invasifs, on peut avoir 1’opportunité d’améliorer le pronostic
sombre de ce cancer. (Revue des Maladies Respiratoires, 2008)

1.8. La transformation maligne (Annexe VI)

» Accélération de la prolifération :

Elle est due a la dérégulation du cycle cellulaire et a 1’échappement des points de contrdles (check
point en G1- G2).

» L’inhibition de I’apoptose (la mort cellulaire programmeée).

» Acquisition de propriétés de migration :

Par perte de molécules d’adhésions et la digestion de la matrice extracellulaire.

Cette transformation est représentée dans la figure 6.

Carcinome inwvasif

Carcimornme in sito

Figure 6: Coupes histologiques montrant la transformation maligne d'un tissu sain. (CoPath, 2013)
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1.9 . Cancérogénése moléculaire

En générale Les RTK (Récepteur a activité tyrosine kinase) possédent une activité enzymatique
tyrosine kinase ce qui leur conférent une propriété de phosphoryler des résidus tyrosine, pour aboutir a
la modulation d'une activité enzymatique mais aussi la création de sites d'ancrage pour des domaines
protéiques particuliers engendrant le regroupement de plusieurs partenaires protéiques.
(RANDRIAMIHAMINA, 2011)

l.10. Le récepteur de ’EGF

Le récepteur de I’EGF (Epidermal Growth Factor Receptor) est un récepteur membranaire a activité
tyrosine kinase, codé par un gene situé sur le chromosome 7p12. Protéine de 170kDa, elle appartient a
la famille des récepteurs de ’EGF.

L’EGFR possede 4 domaines fonctionnels (Figure 7): un domaine extracellulaire de liaison du ligand ;
un domaine transmembranaire ; un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase et un domaine de
régulation C-terminal. (Mitsudomi et Yatabe, 2010)

Domasn E(L1) \

165

Cysteine-rich

EC domain Domain I1 (CR1)
ligand binding site)

310

Domasn T (L2)

Extracellular domains;

250

[ Extracellular ]

Domain IV (CR2) _./

620

1 Tramcoemembranc

fuxtamoembranc

Intraccilular matrix:
cell cvitosal

Tyrosince kinasc

[ntracellular domains:

Cyroplasmic domain
(incluedes avtophosphoryilated
tyrosine resaducs)

Figure 7: Structure du récepteur de I’EGF (Sharma et Bell, 2007)
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1.10. 1. L’activation de PEGFR

L’EGFR se trouve généralement sous forme de monomére inactivé en absence de ligand, mais aprés
fixation de ce dernier sur le récepteur, une association de deux monomeéres se fait soit par des
monomeres identiques (homodimérisation), soit par des monomeres différents (hétérodimérisation).

(Pierre Hubert, 2006)

L’autophosphorylation du domaine tyrosine kinase active de I’EGFR par le ligand ce qui induit
différentes voies de signalisation dont la voie des PI3-K et celle des MAP kinases qui contrélent la
prolifération cellulaire, la migration, I’échappement a 1’apoptose, 1’angiogenése, processus impliqués

dans la carcinogénese (Figure 8). (Sharma et Bell, 2007)

EGFR homodimer EGFR heterodimer

----------------
.....

EXTRACELLULAR

Tarceva
J _— binding sites

INTRACELLULAR

y

Tumor cell proliferation

Tumor cell survival

Figure 8: L’EGFR et ses voies de signalisation (Sharma et Bell, 2007)
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1.10.1. 1. La voie des phosphatidyl-inositol 3-kinases

L’interaction d’un récepteur a activité tyrosine kinase avec un facteur de croissance conduit a une
activation de la voix PI3K, cette voix aboutit a de multiples effets sur la transcription des génes

impliqués dans la survie cellulaire, la différenciation et la prolifération. (Figure 9)

La PI3K est un hétérodimére a activité kinase constitué de deux protéines : une sous-unité régulatrice
p85, et une sous-unité catalytique p110.

Elle peut aussi étre activée par ’intermédiaire de la protéine Ras, elle-méme activée par mutation ou

par un de ces récepteurs.

La PI3K peut étre inhibée par PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10),

dont on retrouve une diminution d’expression dans différents types de tumeurs chez ’homme.

La PI3K participe a la formation d’un composé lipidique membranaire, le (P13, 4,5 ; P3), ce composé
recrute la sérine/thréonine kinase AKT a proximité de la membrane plasmique, ou elle est phosphorylée

donc activée par la PDK1.

AKT est un proto-oncogene, qui a de nombreuses cibles d’aval dont mTOR qui est régulée par au
moins 2 mecanismes différents : par phosphorylation directe, ou de maniére indirecte par
phosphorylation et inactivation de TSC2. (Chantal et al., 2009)

1.10.1. 2. La voie des MAP-Kinases

Dans de nombreux cancer, la voie des MAPK est activée par le biais d’un récepteurs a tyrosine kinase,
ou par une mutation somatiques, notamment au niveau des proto-oncogénes codant pour la protéine
RAS ou la protéine RAF.

L’activation de la voie des MAPK, également appelée « ERK » (Extracellular signal-Regulated
Kinase), débute par 1’activation et le recrutement a la membrane par RAS de la protéine RAF-1 ; Cette
premiére protéine kinase est responsable de 1’activation de la MAPK-kinase ou MEK (MAPK-ERK-

Kinase) par phosphorylation.

A son tour, MEK active de maniére hautement spécifique, par double phosphorylation, ERK, ce qui
entraine sa translocation au niveau du noyau et I’expression de génes précoces codant pour des facteurs
de transcription (c-FOS) et autres (c-MYC, c-JUN ou JUNB) qui, a leur tour, stimulent 1I’expression
d’un grand nombre de genes (figure 10), en particulier ceux de la cycline D1 et de cdk6 ayant un role

majeur dans I’initiation du cycle cellulaire en G1. (Liévre et Puig, 2010)
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Figure 9: voie de signalisation de PI3K, AKT, mTOR (Dreyer et al., 2009)
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Figure 10: schéma simplifié de la voie RAS/MAPK (Lievre et Puig, 2010)
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1.10. 1. 3. Interconnexion avec la voie PI3SK/AKT et la voie des MAP-Kinases :

La voie des MAPK et la voie des PI3K peuvent étre activées par le biais de la protéine RAS, donc il
existe un lien entre ces deux voies ce qui laisse croire que ces connexions sont probablement plus
complexes encore et font aussi intervenir d’autres voies de signalisation intracellulaire comme la voie

de PLCg, la voie STAT/JACK et la voie Src/FAK. (Liévre et Puig, 2010)

Ligand

(EGF, TGFe, amphiréguline,
epiréguline...)

Voie Ras/
wark [

Survie cellulaire  Angiogenése Survie cellulaire  Traduction
Synthése protéique

-
Survie cellulaire +
Proliferation transcription
.

- . Facteuwrs de
Angiogenése %fmnscripfion

Migration

ADN

Figure 11:Schéma général simplifié des voies RAS/MAPK et PI3K/AKT (Lievre et Puig, 2010)
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l.10. 2. L’altération de ’EGFR

e D’un proto-oncogene en oncogene

D’apres Rosell R et Moran T, les mutations oncogéniques activatrices de I’EGFR sont détectées avec

une fréquence de 16,6% sur une cohorte de 2105 patients caucasiens (350 patients mutés EGFR).

Ces mutations sont retrouveées sur les exons 18 a 21 qui codent pour le domaine tyrosine kinase de
I’EGFR, au niveau du site de fixation de ’ATP qui est aussi le site de fixation des inhibiteurs de
tyrosine kinase anti-EGFR (ITK-EGFR) (figure 12) ce qui confére une sensibilité aux ITK-EGFR.
(Sharma et Bell, 2007)

Ces mutations de ’EGFR sont a I’origine de changements conformationnels et fonctionnels de ’EFGR
entrainant une altération de la régulation on/off du récepteur en faveur d’une hyper-activation. (Ngo et

Duong-Quy, 2015)

Peptide de
signalisation
It L1

Ex2-4
I1: CR1
Bxed : 12
Ex8-12
IV: CR2
Ex13-16
Domaine [ ]
transmembranaire
Ex18-20

Domaine
tyrosine kinase Ex21-24

Domaine
de régulation Ex25-28

Figure 12: Structure du récepteur de I’EGF et la situation des exons (Sharma et Bell, 2007)
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l1.11. Les génes suppresseurs de tumeurs

Dans la majorité des tumeurs pulmonaires les génes suppresseurs de tumeurs sont inactiveés, certains

qui sont communs pour les CBNPC et les CBPC et d’autres non.

1.11. 1. L’inactivation du géne P53

La P53 est un facteur de transcription et un médiateur essentiel de la réponse des cellules aux
expositions a des agents cancérogenes, elle est aussi capable d’entrainer 1’arrét du cycle cellulaire, la
réparation de I’ADN ou I’apoptose en fonction du type cellulaire, du degré de différenciation, de la

nature et de I’intensité du stress.

En effet la P53 joue un réle primordial dans la régulation de la stabilité du génome et aussi dans la

stabilité tissulaire de 1’épithélium broncho-pulmonaire.

La mutation de ce dernier a été détectée dans 50% des cas de CBNPC et dans 70% des cas de CBPC.
(Calvez et al., 2005)

1.11. 2. Dérégulation de la P63

Malgré la forte ressemblance entre la P53 et la P63 au niveau structural et biochimique, la P63 n’est pas
un gene suppresseur de tumeur typique, il est néanmoins impliqué comme un cofacteur, dans la

carcinogénése bronchique.

C’est un facteur décisif dans la différenciation épidermoide et son expression est indispensable a la

formation de 1’épithélium pluristratifié.

Cette protéine est surexprimée dans tous les carcinomes épidermoides, et elle constitue un bon
marqueur histologique du compartiment épidermoide des tumeurs présentant une histologie mixte.
(Yokota et al., 2005)

|1.11. 3. La translocation de I’Alk

La protéine ALK est un récepteur tyrosine kinase de la superfamille des récepteurs de I'insuline et dont

le ligand est encore inconnu, elle est codée par un géne situé sur le chromosome 2p23.

Des altérations du géne ALK ont été mises en évidence dans différents cancers :
» Lymphome anaplasique a grandes cellules.
» Tumeur myofibroblastique et inflammatoire.
» Le neuroblastome.
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En 2007, on a démontré le role du réarrangement EML4 (Echinoderm microtubules associated protein
like 4)-ALK (Anaplasic lymphoma kinase) dans le cancer broncho-pulmonaire, observé avec une
fréquence de 6,7% dans les CBNPC.

La protéine de fusion EML4-ALK résulte d’une inversion du bras court du chromosome 2 aboutissants
a la formation du géne de fusion EML4-ALK, mais d'autres translocations d’ ALK sont possibles avec
d’autres partenaires de fusion (TFG, KIF5B, KLC1).

Les remaniements d'ALK aboutissent & une activation constitutive de la kinase ALK et des voies de
signalisation en aval contrélant la prolifération et la survie. (Soda et al., 2007)
I.11. 4. Pamplification de TTF1

C’est un facteur de transcription thyroidien aussi appelé NKX2-1, dans le cas des adénocarcinomes

pulmonaires on effectue une amplification de la région 14913.3.

Ce gene code pour un facteur de transcription essentiel pour la formation de cellules pulmonaires, In
vitro, une croissance cellulaire accrue a été remarquée lorsqu’on a transfectés des cellules épithéliales
normale d’un poumon humain avec au moins deux des trois génes TITF1, NKX2-8, et PAX-9 dans la
région 14al13.3, ce qui suggéré que ces trois génes peuvent travailler en synergie dans la pathogénese
du cancer du poumon (Roy et al., 2012)

l1.12. Les thérapies ciblées

Pour soutenir le développement d’une médecine personnalisée et faciliter 1’acces des thérapies ciblées
aux patients qui peuvent en bénéficier, 1’ Institut national du cancer (INCa) a mis en place des
plateformes de génétique moléculaire en France, lancé plusieurs programmes prospectifs portant sur
des bio marqueurs émergents pouvant étre la cible de nouvelles thérapies actuellement en cours de
développement.

La mise en place du programme pour un acces sécurisé a des thérapies ciblées innovantes (AcSé), lancé
en 2013, vise a proposer a des patients en échec thérapeutique de nouvelles thérapies ciblant des
altérations génétiques présentes dans leur tumeur, avec ou sans autorisation de mise sur le marché
(AMM). (Ngo et Duong-Quy, 2015)

I.12. 1. Les inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR

A ce jour, les deux ITK-EGFR ayant I’AMM européenne sont le gefitinib et I’erlotinib. (Annexe V1I)
L’essai de phase III IPASS a montré que le taux de réponse au gefitinib est de 71,2% chez les patients
EGFR(+) contre seulement 1,1% pour les patients EGFR(-). (Mok et Wu, 2009)

Pour les patients EGFR+, la survie sans progression est significativement plus longue pour les patients

traités par gefitinib que pour ceux traités par chimiothérapie.
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Des résultats comparables ont été observés chez des patients traités par erlotinib. (Rosell et Carcereny,
2012)

1. 12. 2. Mécanismes de résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR

Une résistance aux ITK-EGFR est conférée grace a certaines mutations.

Elles sont le plus souvent acquises au cours du traitement par ITK-EGFR, la mutation secondaire de
résistance aux ITK située au niveau de I’exon 20 de ’EGFR, entrainant un remplacement d’une
thréonine par une méthionine au niveau du codon 790 et conduisant a un changement de conformation
du récepteur, empéchant la fixation des ITK-EGFR de 1ére génération. (Oxnard et Arcila, 2011)

Ce clone tumoral résistant apparait sous ITK-EGFR chez environ 50% des patients porteurs d’un
CBNPC EGFR+.

Plusieurs ITK-EGFR de seconde génération comme 1’afatinib permettraient in vitro de passer outre
cette résistance. (Sharma et Bell, 2007)
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MATERIEL ET METHODES

1. Cadre de I’étude

Cette ¢tude est réalisée dans le cadre de la préparation d’un projet de fin d’études portant sur le

statut EGFR dans les adénocarcinomes pulmonaires.

Elle a ét¢ menée au service d’anatomo-pathologie, du CHU Mustapha Bacha, sur une période de
6 mois, allant du 15 Décembre 2015 au 15 Mai 2016.

Cette etude a pour but de détecter la mutation EGFR dans les adénocarcinomes pulmonaires afin de

bien cibler les thérapies.

I1. 1. Population étudiée

Cette étude a fait I’objet d’analyse d’une série de patients Algériens atteints d’un cancer broncho-
pulmonaire venus de différentes régions du pays, et qui a pour but de procéder a une réévaluation

a partir de blocs de paraffine des prélevements biopsiques ,exérése.. .etcC.

304 patients atteints de différents types de cancers broncho-pulmonaires consécutifs ont été colligé
dans les archives du laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU Mustapha Bacha (AnnexeVI111), sur
une période allant de 2011 a 2016.

30 cas d’adénocarcinome ont donc été sélectionnés en fonction des formes anatomo-clinique et de la
quantité du tissu nécessaire pour les techniques ultérieures (Annexe 1X).

Ces 30 cas ont bénéficié d’une étude histologique et d’une recherche de la mutation EGFR (apres
demande du médecin traitant et apres Réunion de Concertation Pluridisciplinaire), sur leurs
prélevements par la technique de PCR en temps réel.

Les données cliniques (I’age, le sexe) des patients ont été recueillis a partir des fiches de

renseignements clinique.
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1. 2. Matériel non biologique

Les prélevements sont inclus en paraffine apres fixation dans le formol (FFPE). (Annexe VIII)

1. 3. Méthodes

Dans ce travail de recherche 1’étude pratique a été faite comme suite :

e Une phase pré-analytique du préléevement a 1’étalement.
e Phase analytique :
» Etude histologique (HE)
» Etude moléculaire (PCR en temps réel).
e Phase post-analytique :
Traitement des resultats et classements des malades EGFR+ qui vont bénéficier d’une thérapie
ciblee.

1. 3. 1. La phase pré-analytigue

Etapes indispensables qui conditionnent la fiabilité de toutes les techniques ultérieures
v Prélévement

Fixation cruciale (dilution, quantité, durée ...)

v
v Etude macroscopique
v Déshydratation

v

Inclusion/ imprégnation

I11.3.1. 1. Prélévement

v Biopsie
v’ Pieces opératoires

v’ Exérése

11.3.1.2. Lafixation

Stabilisation des tissus le fixateur provoque la formation d’un réseau intermoléculaire stabilisé par

des liaisons covalentes

Maintien des caractéristigues physico-chimiques et d’organisation par blocage des groupements

chimiques particuliers qui pourraient faire 1’objet d’une coloration histochimique

Le formol (formaldéhyde=méthanal en solution aqueuse): ponts methyléniques inter et intra-

protéines, blocage de la cytolyse tue les éventuelles bactéries qui pourraient dégrader le tissu. Bon
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pouvoir de pénétration. Manipulation précautionneuse (risques pour 1’utilisateur: irritation des
muqueuses, carcinogene...).
Duré de fixation :

v 1mm d’épaisseur de tissu / heure

v" Minimum 6h pour biopsie (6 a 12 h)

v’ 24 a 48h pour les pieces opératoires

v' Eviter les sur-fixations au-dela de 72h

1l. 3. 1. 3.Macroscopie (Annexe XI)

v Les échantillons font I’objet d’une description macroscopique minutieuse, réalisation de
coupes bien orientées.
v' Les tissus doivent étre découpés proprement sans les écraser pour maintenir 1’architecture
tissulaire.
11. 3. 1. 4. La déshydratation (Annexe XII)

v Etape préalable a I’inclusion.

v permet de chasser I’eau des tissus et de préparer ainsi le remplacement par des produits
hydrophobes.

v' se fait par passages successifs dans des bains d’alcool a concentration croissante (10 heures)

v la clarification consiste en I’immersion dans un bain de toluéne, solvant de 1’alcool absolu et

de la paraffine (3 heures).

11. 3. 1. 5. Imprégnation / inclusion ou enrobage (Annexe XII1)

Cette étape permet d’obtenir des piéces rigides autorisant une coupe fine 3 a 5 pm pour la
microscopie optique.
La paraffine va remplacer 1’eau des tissus imprégner donc le tissu ex: paraffine la paraffine
liquide a 56 °C impregne les tissus.
L’¢étape finale apres I’inclusion consiste en I’enrobage du tissu par la paraffine grace a la console
thermo-réfrigérante et nous permet de réorienter convenablement le fragment tissulaire dans le
sens de la coupe dans un moule de paraffine.

11.3.1. 6. Coupe

Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé grace a un microtome (Annexe XI1V), les

coupes de 3 a 5 microns d’épaisseur sont €talées sur des lames.

11. 3. 1. 7. Etalement du tissu sur les lames (Annexe XV)

Les coupes réalisées sont étalées et fixées sur des lames de verre.
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I1. 3. 2. Phase analytique

I1. 3. 2. 1.Coloration histochimique a2 P’HE

1.

Déparaffinage et rehydratation : 1l faut éliminer la paraffine (hydrophobe) pour rendre
les tissus perméables aux colorants (solutions aqueuses ou alcooliques)

Technique: des bains successifs de xyléne puis d’alcools de degré décroissant jusqu’a
I’eau courante.

Apres dissolution de la paraffine, puis réhydratation, le tissu est coloré. La coloration
usuelle associe un colorant basique nucléaire (hématéine, hématoxyline) et un
colorant acide cytoplasmique (éosine, érythrosine).

Le montage : Recouvrement de la préparation par une lamelle protectrice en utilisant
une «colle» le baume ou résine de montage pour une conservation longue on utilise le

baume du Canada ou I’Eukitt.

11.3.2.1.1. Protocole de la coloration HE

v

AN NN N NN

v
v

Passage dans I’hématoxyline pendant minimum 3 min et maximum 15 min tout
dépend la concentration.

Ringage dans I’eau. (30 secondes)

Passage dans le premier différenciateur (1’acide hydro-chlorhydrique).

Ringage a I’eau courante.

Passage dans le deuxiéme différenciateur (I’ammoniac).

Ringage a I’eau courante.

Passage dans 1’¢osine pendant 30 sec minimum et 3 min maximum tout dépend la
concentration.

Passage a I’eau.

Séchage et montage.

I11.3.2. 2. Le test de PCR en temps réel (EGFR Mutation Test)

11.3.2.2.1. Utilisation

le kit d’analyse des mutations d’EGFR est prévu pour la détection des mutations somatique dans les

exons 18,19,20 et 21 d’EGFR dans I’ADN génomique isolé de tissus humains ou de lignées

cellulaires.(voir Annexe XV)

I11.3.2.2. 2. Principe du test

Le test de mutation EGFR se base sur deux grands procédés :
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1. préparation manuelle des échantillons pour obtenir de 'ADN génomique a partir de

tissu FFPE (fixés a la formaline, enrobés de paraffine)

2. amplification par PCR de I'ADN cible a l'aide d'une paire d'amorces complémentaires

et de deux sondes oligonucléotidiques marquées par des fluorophores différents.

: (1) H&E Staining T
& Tumor Content ONA Sample reparaton Kit
Determination ‘| e
FFPE Tumor
Block Sections Macro dissect if Genomic DNA
<10% Tumor Isolation
(2) PCR
] //‘
S —————— T cobas® 4800 v2.0
Standardized Automated Analysis

Reporting

W

@ b

. =
DNA

Quantification

PCR Setup

Figure 13 : Principe de la PCR en temps réel (NADJI S ,2014)

1. 3. 2. 2. 3.quipements requis

Les équipements requis pour réaliser ce test sont :

A N NN Y N N N NN

Un instrument de PCR en temps réel.
Des gants sans poudre.

Des pipettes réglables.

Des pointes a filtres stériles pour pipette.

Un vortex.

Une centrifugeuse de paillasse pour micro-tubes a centrifuger de 0.2ml et 2.0ml.

Des plagues PCR 96 puits.
Des films optiques adhésifs pour les plagues PCR.
Des films optiques adhésifs.

Des micro-tubes a centrifuger de 0.2ml et 2.0ml.
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1. 3. 2. 2. 4. Instructions d’utilisation

a. Extraction de PADN

C’est une extraction de I’ADN génomique du FFPE (fixés au formol et enrobé en paraffine) des

échantillons de tissus.

Ce processus d’extraction est constitué d’étape de lyse, de liaison, de lavage et dilution.

a. 1. Matériel nécessaire

AN N N N NN

SAMAG-12/24 Systéeme automatique Nucleic Acids Extraction.
Des gants.

Micropipettes.

Cabinet biologique.

Thermo-mixer.

Xylene ou autre agent d’¢limination de paraffine.

a. 2. Protocole

Transférer des morceaux de tissu enrobé en paraffine dans un tube de 1.5ml.

Traiter les échantillons FFPE avec du xyléne ou d’autres agents d’élimination de
paraffine.

Ajouter 400 ul de BL2, veiller a ce que les échantillons sont complétement immergés
dans le tampon BL2.

Ajouter 20ml de protéine K au mélange d’échantillon, et vortex le mélange pendant 5 a
10 secs.

Incuber I’échantillon a 55°C pendant 2 heures, on mélangeant vigoureusement dans un
bain d’eau agité ou thermo-mixer.

Centrifuger brievement le tube pour récupérer les gouttelettes a I’intérieur du couvercle.
Homogénéiser 1’échantillon, par aspiration et a plusieurs reprises puis transférer
I’échantillon vers les colonnes a filtré placées dans les tubes de la collecte.

Centrifuger a 6000xg pendant 1minute.

Transférer 400pl d’échantillon filtré au tube d’échantillon.

b. Préparation des réactifs

26



MATERIEL ET METHODES

v Décongeler I’ensemble des mélanges d’amorces/sondes (primer/prob Mix), mélange de
contr6les positifs et la solution 2XReaction Master Mix.

v" Centrifuger les tubes environ 10 secondes a 10000 rpm a température ambiante.

Les réactions PCR sont indiquées pour un total de 30ul/échantillon ; les mélanges réactionnels pour
des échantillons multiples (également pour des échantillons contrdles) doivent étre pré-mélangés

dans une solution mere avec un surplus de 5 a 10% afin de couvrir les erreurs de pipetage éventuels.

Tableau V : volumes indiqués pour une réaction de 30ul.

Réactifs Conc. finale Vol. Par échantillon
2X Reaction Master Mix 1X 126ul

Positive Control Mix, Eau, ou ADN a 10ng/pl  10ng 8.4ul

Eau sans nucléase 58.8ul

Pour préparer les réactifs on procéde comme suit :

Préparer une solution mére pour chaque échantillon avec 5% d’excédent.
Vortexer puis centrifuger 10 secondes a 8500 rpm a température ambiante.
Distribuer 23 pl de la solution meére dans chaque puits d’une seule colonne (A-H).
Ajouter 7ul de chaque mélange amorce/sonde dans les puits correspondant.
Mélanger par plusieurs cycles d’aspiration et refoulement & 1’aide de la pipette.

Couvrir la plague avec le film optique adhésif.

N o a k~ wnh e

Centrifuger brievement la plaque afin de faire tomber les gouttelettes éventuellement

présentes sur les parois des puits.
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1. 3. 2. 2. 5. Analyse des données

v'Interprétation des résultats

1. Contréler les courbes d’amplification des contr6les endogénes (END CTRL) pour chaque
échantillon en sélectionnant les 8 puits réactionnels, puis placer le seuil au niveau de la phase

exponentielle de croissance.

Le Ct doit étre similaire pour les 8 réactions d’un méme échantillon ; cependant cette valeur dépend
de la quantité d’ADN amplifiable présente dans la réaction et peut différer entre les échantillons
FFPE individuels du fait de la fragmentation d’ADN ; la gamme normale des valeurs Ct END CTRL

se situe entre 22 et 32 pour les échantillons FFPE.

a. Sitous les puits ont un signal END CTRL, procéder a I’analyse.

b. Si tous les puits pour un échantillon donné n’ont pas de signal END CTRL, la réaction a
¢choué et il n’est pas nécessaire de poursuivre 1’analyse de cet échantillon.

c. Il est possible qu’un seul puits d’un échantillon donné ne donne pas de signal END CTRL,
Cela arrive occasionnellement pour les échantillons portant des taux élevés de variant mutés
et cela s’explique, par la compétition entre les réactifs d’amplification (dans ce cas-la on

poursuit 1’analyse).

2. sélectionner les puits des contréles positifs et contréler chaque signal du détecteur FAM. Le seuil
doit étre placé manuellement et ajusté au niveau de la phase exponentielle de croissance pour chaque

courbe.
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3. Sélectionner tous les 8 puits réactionnels de chaque échantillon inconnu et contrdler chaque signal
du détecteur FAM. En absence du signal, 1’échantillon ne contient pas la mutation correspondante au
détecteur sélectionné. Etant donné que les échantillons FFPE peuvent contenir différents taux de
cellules tumorales, les valeurs de CT pour les réactions peuvent grandement varier. Les échantillons
mutés portant de fortes teneurs en ADN tumoral vont avoir des valeurs de CT plus faibles, alors que
les échantillons mutés portant de plus faibles quantités d’ADN tumoral vont avoir des valeurs de CT
plus faibles, alors que les échantillons mutés portant de plus faibles quantités d’ADN tumoral vont

avoir des valeurs CT plus fortes.
Les valeurs de Ctnormales positives sont comprises entre 20 et 37.

v" Si un échantillon a une valeur de CT inferieure a 20, dilué I’échantillon et répété la réaction.

v Si les valeurs de CT est supérieurs a 38, répéter la réaction avec plus d’ADN.
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RESULTATS

L’analyse des résultats obtenus au cours de notre travail permet de donner un apercu sur ’aspect
histologique et le facteur génétique entrant dans I’apparition d’un cancer broncho-pulmonaire
(adénocarcinome) chez des patients agés de 27 a 78 ans.

111.1. L ’étude histologique

L’étude histologique a pour but de visualiser in situ, les cellules, leurs organites ou la matrice extra-
cellulaire (MEC) qui permet donc de décrire la morphologie cellulaire et tissulaire en termes
d’architecture.(Martin C et al., 2008)

Figure 14: Coupes histologiques d’un adénocarcinome apres coloration HE au microscope optique
a différents grandissements
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111.2. Etude de la population générale

I11. 2.1. Répartition des patients selon le sexe

La série etudiee comporte 30 patients dont 23% sont de sexe féminin (7 femmes) et 77% sont de sexe
masculin (23 hommes) avec un sexe ratio de 3.28 M/F.

La classification des patients en fonction du sexe est donnée dans la figure 15.

m MASCULIN
B FEMININ

Figure 15 : Distribution des patients par sexe

111. 2.2. Répartition des patients selon ’age
L’age des patients de notre série varie entre 27 et 80 ans, avec un age moyen de 55,63 ans.
L’age a été mentionné chez les 30 patients et est rapporté dans la figure 16.
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Figure 16 : Répartition des patients selon I’age

111. 2.3.Répartition des patients selon la tranche d’age

Dans notre série la tranche d’age qui contient I’effectif le plus élevé est de 50 a 70 ans.

La classification des patients est montrée dans le tableau V1 et la figure 17.

Age
127-40]
1 40-50]
1 50-60]
1 60-70]
1 70-80]

total

Tableau VI : Répartition des patients selon la tranche d’age.

Effectif

4

5

10

30

Pourcentage (%)
13
16,5
26,5
33
10

100
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Figure 17: la répartition des patients selon la tranche d’age.

I11. 2.4. Répartition des patients selon la présence de la mutation

57% des patients atteints d’un cancer broncho-pulmonaire (adénocarcinome) ne présentent pas une
mutation EGFR tandis que 43% des patients la présentent. (figurel8)

Oui 43%

Non 57%

Figure 18: Nombre de patients présentant la mutation EGFR
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111. 2.4. Répartition des patients EGFR+ selon le sexe
54% de ces patients sont de sexe masculin et 46% de sexe féminin.
La classification des patients portant de la mutation EGFR en fonction du sexe est donnée dans la

figure suivante.

B Homme

B Femme

Figure 19: la mutation EGFR en fonction du sexe

111. 2.5. Répartition des patients EGFR+ par tranche d’age

La présence de la mutation EGFR est nettement présente dans les tranches d’age de [27-40] et de
[50-60] avec 4 cas dans la premiere tranche et 3 cas dans la deuxiéme tranche.

La répartition des patients portant la mutation EGFR par tranche d’age dans la figure suivante.
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Figure 20: Présence ou non de la mutation EGFR.

111. 2.6. Le type de mutation

L’analyse des résultats obtenus au cours de notre travail permet de donner un apercu sur le facteur
génétique (EGFR) entrant dans 1’apparition d’un cancer broncho-pulmonaire (adénocarcinome), en
sachant que 13 cas ont présenté 19 mutations.

La classification des types de mutations est donnée dans le tableau V1 et la figure 21.

Tableau VI1 : la classification des types de mutations.

mutation effectif Pourcentage %
exonl8 5 26.5
exonl9 4 20.5
exon20 5 26.5
exon2l 5 26.5
Total 19
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Figure 21: la classification des patients en fonction du type de mutation.

111. 2.7.Répartition des nombre de mutations de chagque patient

Sur les 13 patients 2cas ont présenté plusieurs mutations en méme temps alors que dans les autres
cas une seule mutation a été détectée.

5 mutations ont été détectées chez le patients numéro 6 et 3 mutations ont été détectées aussi chez le
patients numéro 11. (Figure 22)

nombre de mutations

Figure 22: nombre de mutation de chaque patient.
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111. 2.8. Répartition des différentes mutations selon les exons et le type de la microlésion

L’EGFR posséde 4 domaines fonctionnels : un domaine extracellulaire de liaison du ligand ; un
domaine transmembranaire ; un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase et un domaine de
régulation C-terminal. (Ngol et Duong-Quy, 2015)

Le domaine a activité tyrosine kinase comporte les 4 exons 18, 19, 20, et 21.

La réparation des différentes mutations selon les exons est présentée dans le tableau et la figure
suivantes.

Tableau VIII : Différentes mutations selon les exons

Exon Délétion Insertion Inversion
Exon 18 0 0 5
Exon 19 4 0 1
Exon 20 0 4 1
Exon 21 0 0 4

5
5
4,5 4 4 4
4
3,5
3
2,5
2
1,5 1 1
1
0,5 0 0 0 0 0 0
0 A A
exon 18 exonl9 exon20 exon21
M deletion Minsertion inversion

Figure 23: Différents types de mutations sur les exons
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DISCUSSION

Cette étude consiste en une réévaluation de 30 cas d’adénocarcinomes pulmonaires colligés dans le

service d’anatomie pathologique du CHU Mustapha sur une période allant de 2015 a 2016.

Le cancer bronchique est devenu dans le monde la premiére cause de mortalité par cancer, a la fois
dans les pays développés et dans les pays en voie de développement.

Son incidence mondiale en 2008 était estime de 1.61 millions de cas et 1.38 million de déces, soit
18.2% du totale de déeceés par cancer. (Ferlay et al., 2008)

En France, le cancer bronchique est résponsable de 26 624 en 2005 pour 30 651 nouveaux cas (Belot
et al., 2008) avec un pourcentage de 78% de cas de sexe masculin ce qui confirme que le cancer
pulmonaire est la premiére cause de décés chez I’homme, cependant en 1975 le cancer bronchique
chez la femme était au sixieme rang concernant la mortalité, au quatrieme rang en 1985, troisieme en
1995, et deuxieme en 2005. (Grosclaude et al ., 2008)

Le diagnostic du cancer du poumon reste treés important pour determiner 1’extension tumorale et
déterminer 1’état pulmonaire afin de bien orienter le traitement.

En 1981 une version révisée de typage histologique des tumeurs du poumon qui classe selon I’OMS
ces tumeurs par le type histologique ; Cette classification repose sur une analyse morphologique et
propose une nomenclature standardisée qui est la base du diagnostic et du traitement ; la premiére
version a été publié en 1967.

Cependant la classification anatomopathologique des cancers broncho-pulmonaires doit étre
périodiquement mise a jour en raison de 1’évolution des connaissances, liée particuliérement a
I’apport moléculaire et immuno-histochimique dans certains cas.

La plupart des tumeurs broncho-pulmonaire sont des carcinomes constitués de cellules tumorales qui
dérivent des cellules épithéliales bronchiques, ces derniéres tapissent les parois des bronchioles
protégeant I’organisme de 1’environnement extérieur grace a leurs cils vibratiles et a la sécrétion de
mucus.

Les cellules épithéliales sont en contact direct avec des agents pathogénes de I’extérieur en raison de
leur situation, comme les agents cancérigénes du tabac. (Gaud, 2009)

Notre étude moléculaire montre une nette prédominance masculine avec un sexe ratio de 3.28 avec
(76.66% masculin et 23.44% féminin).

Cette prédominance masculine a également été retrouvée par une équipe Tlemcenienne (91 %) par
E.Djeddi et al., 2013 et Marocaine (90%) par M.oukabli et al., 2011.

La répartition des patients selon 1’age montre que I’incidence d’un cancer broncho-pulmonaire chez

la femme peut survenir a tout age, tandis que chez I'homme le pic de fréquence est situé entre 50-70
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ans. Ces résultats concordent avec ceux de 1’étude de Djeddi qui dit que I’incidence d’un cancer
bronchique est située entre 60-70 ans.
En France L’4ge moyen est estimé a 65 ans chez ’homme et a 64 ans chez la femme avec une survie
a5 ans de I’ordre de 15 %. Environ 70 a 80 % des cancers sont diagnostiqués a des stades avancés.
(Inca, 2013)
Les mutations oncogéniques activatrices de ’EGFR dans notre série sont détectées avec une
fréquence de 43% sur une série de 30 patients (13 cas positives), d’aprés Rosell R et Moran T
350 patients sur une cohorte de 2105 patients caucasiens présentent la méme mutation avec 16.6%.
Parmis ces patients présentant la mutation EGFR 46% des patients sont de sexe féminin et 54% sont
de sexe masculin, ces résultats confirme le fait que 1’incidence du cancer broncho-pulmonaire est
stable chez I’homme tandis qu’elle ne cesse d’augmenter chez la femme (Ngo et Duong-Quy,
2015) ; en Avril 2004 deux groupes de chercheurs de Boston et un groupe de chercheurs de New
York ont démontré que la mutation EGFR est présente chez les femmes d’origine Asiatique plus que
chez les hommes.( Tetsuya et Yasushi,2010)
Plusieurs mutations qui codent pour le domaine tyrosine kinase du récepteur de I’EGF ont été révélé
mais seulement 4 mutations de ce dernier sont les plus répandues et les plus connues :

v les mutations des exons 18, 19, 20 et 21. (Gregory et al, 2006)
En effet, les mutations de ’EGFR sont retrouvées sur les exons 18 a 21 qui codent pour le domaine
tyrosine kinase de I’EGFR, au niveau du site de fixation de I’ATP (Sharma et Bell, 2007)
Dans notre série et par le biais de la PCR en temps réel 13 patients ont présentés 19 mutations,
5 mutations sur I’exon 18 et 5 autres sur 1’exon 20, 4 mutations sur I’exon 19 et 5 sur ’exon 21.
La mutation de I’exon 19 est détectée 4 fois avec un pourcentage de 21.07% alors que la mutation de
I’exon 21 est détectée 5 fois avec un pourcentage de 26.31%.
Une étude new yorkaise a démontré¢ la présence de ces deux mutations sur 70 patients atteints d’un
cancer pulmonaire sur un échantillon de 291 patients. Sur ces 70 patients 39% soit 27/70 présentent
une mutation sur I’exon 21 et 61% soit 43/70 présentent une mutation sur I’exon 19. (Gregory et al.,
2006)
La mutation de I’exon 20 est détectée 5 fois avec un pourcentage de 26.31% dans notre série.
Une étude américaine effectuée entre 2004 et 2012 sur 1086 patients. Ces derniers ont bénéficié
d’une recherche de la mutation EGFR, mais seulement 2.5% de cette série ont présenté une mutation
sur I’exon 20. La survie de ces patients était de 16 mois. (Oxnard et al., 2013)
Une autre étude ameéricaine sur un échantillon de 367 patients atteints de cancer pulmonaire a
montrer que 9% des patients avaient une mutation sur 1I’exon 20 ; 46% sur 1’exon 19 ; et 38% sur
I’exon 21. (Arcila et al., 2013).
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Pour I’exon 18, la mutation a été détectée 5 fois soit un pourcentage de 26.31%, dans une étude qui a
été réalisé pour connaitre les types de mutation de ’EGFR sur une série de 42 patients, 15 ont
présenté la mutation sur I’exon 18 soit 35%. (Lindeman et al., 2013)
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CONCLUSION

Le cancer broncho-pulmonaire reste difficile a diagnostiquer puisque il n‘existe aucun moyen de
dépistage, c'est a dire qu'il n'y a pas d'examens réguliers permettant de mettre en évidence un cancer
du poumon.

De plus les symptdmes paraissent souvent anodins et le patient ne s'alarme donc pas mais une fois
diagnostiqué, donc dans la plupart des cas a un stade avancé, des métastases sont déja presentes.
Malgré de nombreuses méthodes de traitements, aucune ne peut guérir définitivement le cancer si le
stade de celui-ci est trop avancé. Les traitements permettent seulement d'allonger la durée de vie du
patient.

L’objectif de cette étude a été atteint d’une part pour 1’étude histologique (du prélévement jusqu’au
étalement avec la coloration HE) et d’autre part pour la recherche et la caractérisation de la mutation
EGFR et la maitrise de la technique de PCR en temps réel. Ces travaux ont nécessité la mise au point
de nombreux protocoles.

Apres une étude de 1’aspect anatomopathologique et moléculaire du cancer broncho-pulmonaire en
Algérie, on déduit que I’incidence de cancer broncho-pulmonaire est en nette augmentation avec une
prédominance masculine appartenant a la tranche d’age de 50ans a 70ans.

La mutation EGFR a été détectée chez 07 patients de sexe masculin et 06 patients de sexe féminin,
cette mutation peut survenir a tout age en sachant que la série étudiée est de 27 a 78ans.

Toutefois dans cette étude nous avons été confrontés a quelques difficultés d’interprétation de
résultats de certains cas du fait de manque de matériel génétique.

Les thérapies ciblées restent la solution la plus sdre pour les patients atteints de ce genre de cancer,
mais le probléme qui se pose est que les patients traités par les ITK (inhibiteur de la tyrosine kinase)
développent toujours une résistance surtout les patients qui présentent des mutations au niveau des
exons 19 et 21.

L’ére est actuellement a la biologie moléculaire et a la thérapie ciblée. Ces derniéres restent la

solution la plus sdre pour les patients atteints de ce type de cancer.
¢ Ce travail n’est qu’une ébauche, et qu’il mériterait d’étre élargie et développé dans une étude

multi centrique, et sur une cohorte plus élargie afin d’avoir une cohérence plus significative

avec les études réalisées auparavant.
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Annexes




Annexe |: structure du poumon

Le larynx

La trachée

Artere
pulmonaire

Veine cave
inférieure




Classification TNM 2009 / 7éme édition

Annexe I1: La dimension de la tumeur primaire

TUMEUR PRIMITIVE (T)

X

Tumeur qui ne peut étre évaluée ou tumeur démontrée par la présence de
cellules malignes dans les expectorations ou un lavage broncho alvéolaire
sans visualisation de la tumeur par des examens endoscopiques ou d'imagerie

TO

Pas d'évidence de tumeur primitive

Tis

Carcinome in situ

T1

Tumeur < 3 cm dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la
plévre viscérale, sans évidence bronchoscopique d'invasion de la bronche
souche

Tla Tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension

Tlb Tumeur entre de 2cm et 3 cm dans sa plus grande dimension

T2

Tumeur > 3 cm et < 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant une
des caractéristiques suivantes : - atteinte de la bronche souche a 2 cm ou plus
de la carene - invasion de la plévre viscérale - présence d’une atélectasie ou
d’une pneumopathie obstructive s’étendant a la région hilaire sans atteindre le
poumon complet

T2a Tumeur > 3 cm et <5 cm dans sa plus grande dimension

T2b Tumeur > 5 cm et <7 cm dans sa plus grande dimension

T3

Tumeur > 7 cm ; ou envahissant directement une des structures suivantes : la
paroi thoracique (y compris tumeur de Pancoast), le diaphragme, le nerf
phrénigue, la plevre médiastinale ou le péricarde pariétal ; ou une tumeur dans
la bronche souche a moins de 2 cm de la caréne sans I’envahir ; ou associée a
une atélectasie ou une pneumopathie obstructive du poumon entier ; ou
présence d’un nodule tumoral distinct dans le méme lobe

T4

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




Annexe I11: la lettre N qui symbolise une attaque éventuelle des ganglions lymphatiques voisins

ADENOPATHIES REGIONALES (N)

NX Les ganglions régionaux ne peuvent étre évalués

NO Pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale

N1 Métastase(s) dans les ganglions lymphatiques intra pulmonaires, péri
bronchiques et/ou hilaires homolatéraux, y compris par envahissement
direct

N2 Métastase(s) dans les ganglions lymphatiques médiastinaux homolatéraux
et/ou sous carinaires

N3 Métastase(s) dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux,
hilaires controlatéraux, scalenes ou sus-claviculaires homo- ou
controlatéraux.

Annexe 1V: la lettre M qui symbolise Métastases a distance
METASTASES A DISTANCE (M)

MX La présence de métastase(s) a distance ne peut étre évaluée
MO Absence de métastase a distance
M1 Présence de métastase(s) a distance

M1la Nodule(s) tumoral (aux) distinct(s) dans un lobe controlatéral ;
tumeur avec nodules pleuraux ou épanchement pleural (ou
péricardique) malin

M1b Métastase(s) a distance




Annexe V: la classification en stade du cancer du poumon

Carcinome in situ | TX NO MO
Stade 0 Tis NO MO
Stade 1A T1a,Tlb NO MO
StadelB T2a NO MO
Stade 1A T2b NO MO
Tla,Tlb N1 MO
T2a N1 MO
Stade 11B T2b N1 M1
T3 NO MO

Stade I11A T1a,T2b,T2a,T2b N2 MO

T3 N1,N2 MO

T4 NO,N1 MO

Stade 111B T4 N2 MO

Quelque soit T N3 MO

Stade IV Quelque soit T Quelque soit N M1

Annexe VI : la transformation maligne d'une cellule

Normal epithelium
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Annexe VII: les thérapies ciblées disposant d’'une AMM

Pathologie Biomarqueur(s) Moleécule(s) préscrite (s)
Leucémie myéloide Translocation de BCR- Imatinib
chronique (LMC) ABL o
Dasatinib
Leucémie aigu o
lymphoblastique (LAL) Nilotinib
Bosutinib
Ponatinib
GIST Mutation de KIT Imatinib
Mutation de PDGFRA
Cancer du sein Amplification de HER2 Trastuzumab
Lapatinib
Cancer gastrique Amplification de HER2 Trastuzumab
Cancer colorectal Mutations de KRAS Panitumumab
métastatique _
Cetuximab
Cancer du poumon Mutations d’EGFR Gefitinib
Erlotinib
Translocation d’ALK Afatinib
Crizotinib
Mélanome Mutations V600 de BRAF  Vemurafenib

Debrafenib



Annexe V111 : Matériel non biologique

Appareillage Matériel et verreries Réactif
— Bain-marie — Lame d’étalement —Formol a 10%
— Microtome — Lames silanisées — Ethanol a 80%, 90%, 100 %
— Agitateur (AGIMATIC-S)  — Panier de lames — Eau distillée et Eau de robinet
— Etuve — Micropipettes — Paraffine
— Appareille d’inclusion — Hématoxyline

— Eosine

— Ammoniac

— Xylene

Annexe IX : la répartition de patients selon le type du cancer pulmonaire

A Grande A Petite cellules
cellules 3%

4

Epidermoide
23%_\

Adénocarcinome
74%



Annexe X : listes des patients sélectionnés

Numéros
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Age

78 ans
28 ans
27 ans
41 ans
66 ans
55 ans
52 ans
44 ans
34 ans
70 ans
61 ans
53 ans
62 ans
65 ans
65 ans
59 ans
42 ans
67 ans
68 ans
72 ans
59 ans
42 ans
57 ans
66 ans
77 ans
59 ans
60 ans
43 ans
39 ans
58 ans

Sexe
Male
Femelle
Femelle
Male
Male
Méale
Male
Méale
Male
Femelle
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Femelle
Male
Male
Male
Femelle
Femelle
Femelle
Male

Mutation EGFR
Muté
Muté
Muté
Muté
Muté
Muté
Muté
Non muté
Muté
Muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Non muté
Muté
Muté
Muté
Muté
Non muté



Annexe XI : la macroscopie.

Annexe XI1: automate de déshydratation
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Annexe X111 : I’'imprégnation

Annexe X1V : le microtome.




Annexe XV: Etalement du tissu sur les lames




Annexe XVI: liste des mutations d’EGFR détectées par le kit

Exon 18
G719A- 2156G>C
G719S- 2155G>A

G719C- 2155G>T

Exon 20

T790M- 2369C>T
S7681-2303G>T

2307- 2308ins GCCAGCGTG
2319-2320 ins CAC

2310-2311 ins GGT

Exonld

2235-2249 del 15
2235-2252> AATdel18
2236-2253 del 18
2237-2251del 15
2237-2254 del 18
2237-2255> T del 19
2236-2250 del 15
2238-2255 del 18

2238-2248> GT del 11

2238-2252> GCA del 15

2239-2247 del 9
2239-2253 del 15
2239-2256 del 18
2239-2248 >C del 10
2239-2258 > CA del20
2240-2251del 12
2240-2257 del 18
2240-2254 del 15

2239-2251 >C del 13

Exon 21
L858R-2573T>G

L861Q-2582T>A
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