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Résumeé

Les tumeurs neuroendocrines pulmonaires (TNEP), représentent 5% des cancers du
poumon, qui constitue la principale cause de mort par cancer dans le monde. L’incidence et la
mortalité par TNE pulmonaire sont en augmentation constante malgré les avancées dans le

domaine thérapeutique.

Le diagnostic précoce pourrait accroitre les chances de réussite du traitement et ainsi la
survie des patients. Cette étude avait pour objectif d’étudier I’apport de I’immunohistochimie
en ciblant trois marqueurs neuroendocrines spécifiques, la chromogranine A, le CD56/NCAM

et la synaptophysine, dans le diagnostic du TNE pulmonaire chez les patients Algeériens.

Nous avons réalisé une étude rétrospective sur 67 patients atteints de TNE pulmonaire
diagnostiqués entre 2017 et 2019. Les paramétres épidémiologiques, anatomopathologique et

immunohistochimique ont été déterming.

Les résultats épidémiologiques ont révélé une augmentation de I'incidence et la prévalence
de la TNE pulmonaire durant les 3 années d’études. Les TNE pulmonaire étaient prédominant

chez les hommes agés de plus de 50 ans.

Les résultats anatomopathologiques suggérent une prédominance des carcinomes
bronchiques a petites cellules (63%), suivie des carcinomes neuroendocrines a grandes

cellules (23%), de carcinoides pulmonaires atypiques (CA) (9%) et typiques (CT) (5%).

L’étude immunohistochimique montre que la synaptophysine est le marqueur le plus
sensible pour les carcinoides pulmonaires alors que la chromogranine A et le CD-56 sont

souvent exprimer par les tumeurs de bas et haut grade.

Ces résultats suggerent que I’immunohistochimie pourrait constituer un outil de diagnostic
spécifique et ciblé afin de distinguer entre les sous-types de TNE pulmonaire pour une

thérapie ciblée.

Mots clés : TNE pulmonaire, immunohitochimie, chromogranine A, synaptophysine, CD-56.



Abstract

Pulmonary neuroendocrine tumors (NET) represent 5% of lung cancers, which are the
main cause of death from cancer in the world. The incidence and mortality of pulmonary NET
are steadily increasing despite advances in the therapeutic field.

Early diagnosis could increase the chances of successful treatment and also patient survival.
The objective of this project was to study the contribution of immunohistochemistry by
targeting three specific neuroendocrine markers, chromogranin A, CD56 / NCAM and

synaptophysin, in the diagnosis of pulmonary NET in Algerian patients.

We performed a retrospective study on 67 patients with pulmonary NET diagnosed between
2017 and 2019. The epidemiological, clinical, pathological and immunohistochemical

parameters were determined.

Epidemiological results revealed an increase in the incidence and prevalence of pulmonary
NET during the 3 years of studies. Pulmonary NET were predominant in men over 50 years of

age.

Pathological findings suggest a predominance of small cell bronchial carcinoma (63%),
followed by large cell neuroendocrine carcinoma (23%), atypical (AC) (9%) and typical (TC)

(5%) lung carcinoid.

The study immunohistochemically shows that synaptophysin is the most sensitive marker
for lung carcinoid although chromogranin A and CD-56 are often expressed by low and high

grade tumors.

These results suggest that immunohistochemistry could be a specific and targeted diagnostic

in order to distinguish between pulmonary NET subtypes for targeted therapy.

Key words : Pulmonary NET, immunohitochemistry, chromogranin A, synaptophysin,
CD-56.
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Glossaire

L’acromégalie, est un trouble neuroendocrinien insidieux est caractérisee par une
défiguration somatique progressive acquise, touchant principalement le visage et les
extrémités, mais aussi de nombreux autres organes, associée a des manifestations
systémiques. La maladie est liée a la production excessive d’hormone de croissance (GH).
Cette hypersécrétion de GH provient d'une tumeur pituitaire bénigne monoclonale (adénome)
(Chanson et Salenave., 2008 ; Anoun et Ouahabi., 2017).

L’atélectasie, est I’absence d'air dans tout ou partie d'un poumon. Peut-étre causée par une
obstruction des voies respiratoires, une compression pulmonaire, une contraction fibreuse ou
d'autres facteurs. L'atélectasie pulmonaire est une affection courante associée au cancer du
poumon (Bulbul et al., 2010).

Le carcinome du poumon occulte, impliquant des ganglions lymphatiques médiastinaux
sans tumeur primaire identifiable. Détectés par cytologie des expectorations chez les patients
qui n'ont aucun signe de maladie sur les radiogénomeénes thoraciques de routine. Est une

présentation rare (Martini et Melamed., 1980 ; Romesser et al., 2019).

La chimio-embolisation transartérielle (TACE), consiste en un cathétérisme sélectif de la
ou des branches de D’artére qui alimentent les lésions tumorales. Une chimiothérapie
émulsionnée avec du Lipiodol (un produit de contraste lipophile servant de vecteur a la
chimiothérapie) est ensuite administrée par ce cathéter, puis les vaisseaux nourriciers de la
tumeur sont embolisés a I’aide de fragments de gélatine résorbables (Gelfoam) ou de
microspheres. L’embolisation prolonge la durée d’exposition de la tumeur a 1’agent
cytostatique et permet d’obtenir une nécrose ischémique. La doxorubicine est 1’agent

cytotoxique le plus couramment utilisé (Valérie et al., 2014).

La chimiothérapie néoadjuvante, consiste a administrer un traitement systémique aux
patientes avant la chirurgie. Il a été initialement utilisé pour réduire les tumeurs inopérables.
Le principe de la chimiothérapie néo-adjuvante repose sur les relations entre la cinétique de
prolifération tumorale et 1’effet de la chimiothérapie (Pouillart, 2004 ; Issam et al., 2018).

Le flush, est un érythéme transitoire, di a une vasodilatation des vaisseaux cutanés, de
mécanismes trés variés. Dans la grande majorité des cas, le flush est émotionnel ou
médicamenteux, mais ces deux étiologies doivent rester des diagnostics d’élimination. Dans
de rares cas, le flush vient révéler une maladie systémique, dont la potentielle gravité doit

inciter le clinicien a réaliser un bilan clinique et paraclinique (Lafont, 2014).
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Hémoptysie, se definit par une extériorisation de sang provenant de 1’arbre
trachéobronchique. 1l s’agit d’un motif fréquent de consultation et d’hospitalisation en
pneumologie. Dans moins de 5% des cas, I’hémoptysie peut étre sévere avec une mortalité de
plus de 50% en I’absence de traitement adéquat. L’évaluation de la gravité de 1’hémoptysie

dépend de la quantité et du débit de sang extériorisé (Theone et al., 2015).

Hypokaliémie, est présente lorsque les taux sériques de potassium sont inférieurs a la
normale. Il s'agit d'un trouble électrolytique assez courant, en particulier chez les patients
hospitalisés, avec des causes diverses y compris des causes endocriniennes, et nécessitant
parfois des soins medicaux urgents. Elle résulte généralement d'une augmentation de
I'excrétion de potassium ou d'un déplacement intracellulaire et moins freqguemment d'une

réduction de I'apport en potassium (Kardalas et al., 2018).

Hyponatrémie euvolémique, se définie par une concentration plasmatiquede soduim
inférieur a 135 mmol/l. la natrémie est le rapport entre la quantité de soduim dans le liquide
extracellulaire et le volume du compartiment extracellulaire. C’est le trouble le plus fréquent
chez les patients hospitalisés. Dans le cas d’hyponatramie euvolémique il s’agit d’un
syndrome de sécrétion inapropriée d’ADH (SIADH). Devant la basse de la natrémie, le rein
retient alors I’eau de facon inapropriée, il ya ensuite une dilution du sodium dans 1’organisme

(Lassond, 2005).

Lobectomie, est ’ablation d'un lobe pulmonaire ou de plusieurs lobes, se fait de plus en
plus par chirurgie thorascopique plutdt que par thoracotomie. Dans une procédure

thorascopique (chirurgie en trou de serrure) (Berichten, 2009).

La lymphadénectomie, également appelée dissection des ganglions lymphatiques, est une
intervention chirurgicale au cours de laquelle les ganglions lymphatiques sont retirés du corps
et examinés pour la présence de cellules cancéreuses. Une lymphadénectomie limitée ou
modifiée ne supprime qu'une partie des ganglions lymphatiques dans la zone autour d'une
tumeur ; une lymphadénectomie totale ou radicale enleve tous les ganglions lymphatiques de
la région (Manfred, 2015).

Radiofréquence, est une technique de radiologie interventionnelle permettant le traitement
de lésions tumorales malignes du foie, du poumon et du rein. La taille des tumeurs est le
facteur principal de sélection des malades pour cette technique. Les tumeurs de moins de 3 cm
sont traitées avec une excellente efficacité que ce soit pour les tumeurs hépatiques, rénales ou

pulmonaires (plus de 90% de destruction compléte en une seule séance). Les complications de
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ce geste varient en fonction de l'organe traité mais restent rares. Le principe de la
radiofréquence repose sur I'émission par une électrode émettrice d'un courant alternatif dont la
fréquence varie entre 450 et 550 KHz, les ions des tissus situés dans le voisinage immédiat de
l'aiguille subissent une agitation a la fréquence du courant émis qui entraine un échauffement
de ce tissu (Denys et al., 2005).

Les résections du manchon bronchique, sont définies comme l'ablation d'un segment
d'une bronche principale, généralement en conjonction avec la bronche lobaire ou segmentaire
impliquée et le tissu pulmonaire associé avec construction ultérieure d'une anastomose
bronchique (Hans, 2014). Une résection du manchon est indiquée lorsque la tumeur est
confinée au lobe supérieur (Paneth et al., 1987).

La segmentéctomie, est I’ablation d’un segment d’un lobe du poumon pour une Iésion
bénigne ou maligne et comprend la résection des bassins ganglionnaires associés au segment a
retirer. La segmentectomie préserve la fonction pulmonaire par rapport a une lobectomie tout

en aboutissant a une résection anatomique (Arnold et Kim.,2018).

Le stridor, est un son respiratoire variable et aigu qui peut étre évalué pendant la
respiration. En regle générale, le stridor est produit par le flux anormal d'air dans les voies
respiratoires, généralement les voies respiratoires supérieures, et est surtout entendu pendant
I'inspiration. Cependant, il peut également étre présent pendant I'inspiration et I'expiration. Le
stridor peut étre di a des malformations et anomalies congénitales ainsi qu'a la phase aigué

d'une obstruction ou d'une infection potentiellement mortelles (Sicari et Zabbo., 2018).

Le syndrome carcinoide, fait référence a un groupe de symptémes provoqués par la
libération systémique de différents types de facteurs humoraux tels que les polypeptides, les
amines biogenes et les prostaglandines, principalement a partir de tumeurs neuroendocrines
bien différenciées (Sudha et al., 2020).

Le syndrome cave supérieur, traduit une obstruction de la veine cave supérieure qui peut
etre aigue ou chronique, partielle ou totale. Elle peut résulter d’une compression extrinseque,
d’une infiltration de la paroi veineuse par une tumeur ou plus rarement d’une thrombose. Le
carcinome bronchique représente 1’étiologie la plus fréquente du syndrome cave supérieur de

1’adulte (Montcouquiol, 2001).

La thérapie ciblée par radionucléides : est I'une des directions les plus développées de la

médecine nucléaire. Contrairement a la thérapie par faisceau externe conventionnelle, la
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thérapie par radionucléides ciblée cause moins de dommages collatéraux aux tissus normaux
et permet une administration ciblée de médicaments a des malformations néoplasiques
cliniquement diagnostiquées, ainsi que des cellules métastasees et des groupes cellulaires,
fournissant ainsi une thérapie systémique du cancer. La thérapie radionucléide ciblée repose
sur l'utilisation de molécules de haute affinité comme vecteurs de radionucléides pour les
cellules tumorales. Les produits pharmaceutiques destinés a la thérapie ciblée par
radionucléides sont souvent injectés par voie intraveineuse ou intracavitaire. Apres l'injection,
ces médicaments pénétrent dans la circulation sanguine et atteignent finalement leur cible -
une molécule cible a la surface des cellules tumorales. Un radionucléide attaché au produit

pharmaceutique interagit directement avec la cellule de la tumeur (Gudkov et al., 2016).

La tomodensitométrie (TDM), ou scanographie/scanner ; permet une excellente étude du
parenchyme pulmonaire du fait de sa trés bonne résolution spatiale. De faibles différences
d’atténuation et les modifications du parenchyme pulmonaire au cours de phénomeénes
inflammatoires aigus peuvent étre facilement reconnues. Les coupes réalisées en haute
résolution permettent de décrire beaucoup mieux qu’une simple radiographie thoracique peut
apporter des éléments de présomption sur le germe en cause, par des arguments sur le mode
de contamination ou de propagation. Elle permet également de mieux préciser 1’extension des

Iésions et de participer au diagnostic différentiel des affections (Jeanbourquin et al.,2004).

Wheezing, ou la respiration sifflante est la manifestation symptomatique de tout processus
pathologique qui provoque une obstruction des voies respiratoires. Le wheezing est un son
musical, aigu et fortuit généré n'importe ou du larynx aux bronchioles distales pendant
I'expiration ou l'inspiration. Wheezing est souvent ressentie par les personnes souffrant
d’asthme ; cependant, il peut étre entendu chez les personnes ayant des corps étrangers
wheezing dépendent également de I'emplacement de I'obstruction dans les voies respiratoires.
Dans les tumeurs malignes, I'obstruction se situe généralement dans les voies respiratoires

supérieures, plus proximales (Pujan, 2020).
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Introduction

Les tumeurs neuroendocrines pulmonaires (TNEP) ont reconnus une nette augmentation au
cours de ces dernieres années (Kinslow et al., 2019 ; Simbolo et al., 2019). lls représentent
5% des cas de cancer du poumon, qui est lui-méme la principale cause de déces par cancer
dans le monde (Windmoller et al., 2019).

Au niveau mondial, on estime prés d'un million de cas de décés par TNEP, ce qui

représente 17,6% du taux de mortalité par cancer (David et Eric., 2013).

Ainsi, malgré d’importantes avancées, tant dans le domaine de la prise en charge
thérapeutique que dans la compréhension des mécanismes moléculaires de la carcinogénese,
la survie reste médiocre et ceci est largement di a des diagnostics tardifs, a lI'absence de
symptdmes spécifiques, a l'absence de méthodes sensibles de détection précoce, et a
I’hétérogénéité des TNEP. Les patients sont généralement diagnostiqués lorsque la maladie
est & un stade avancé pour lequel les traitements curatifs sont rares (Cameselle et al., 2018).

Le diagnostic du CBP repose essentiellement sur 1I’imagerie et la fibroscopie bronchique
qui permettent de realiser des biopsies afin de déterminer le type histologique. Les TNEP
constituent donc un probléme majeur, pour les oncologues, en raison de leurs caractéristiques
morphologiques, ultrastructurales, immunohistochimiques et moléculaires particulieres et de

leur comportement biologique différent (Pier Luigi, 2015).

Cependant les nouvelles modalités thérapeutiques de prise en charge des patients atteints
de TNEP exigent un phénotypage précis. Le diagnostic definitif et la distinction des quatre
types histologiques, nécessite un panel de marqueurs immunohistochimiques de
différenciation neuroendocrine comme la chromogranine A, le CD56 et la synaptophysine
(Simbolo et al., 2019).

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé d’étudier 1’apport de
I’immunohistochimie dans le diagnostic et la classification histologique des tumeurs neuro-
endocrines pulmonaires chez des patients Algériens, au CHU Issad Hassani a Beni Messous

d’Alger. Nous avions pour objectifs de :

v Déterminer les caractéristiques épidémiologiques et cliniques de la population
étudiée (questionnaires détaillé comprenant entre autre : Age, genre (sexe), facteurs

de risque, antécédents personnels...).
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v Etudier les caractéristiques histopathologies des tumeurs neuroendocrines
(classification TNM, grade histologique, classification moléculaire) en se basant
sur les marqueurs : chromogranine A, synaptophysine, CD56.

v Rechercher d’éventuelles corrélations entre le profil immunohistochimique et les
caractéristiques épidémiologiques de la population étudiee.

v Rechercher d’éventuelles corrélations entre le profil immunohistochimique et le

type histologique de la tumeur neuroendocrine pulmonaire.

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19, avec le
confinement qui s’en est suivi, a contraint les structures sanitaires, dont le CHU-Beni
Messous, a annuler les stages des étudiants en biologie. Nous nous sommes limités a une
étude rétrospective portant sur les caractéristiques épidémiologiques, anatomopathologiques
des TNEP, de la population étudiée. Nous avons aussi enrichi notre étude par une analyse

d’articles.
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I. Tumeurs neuroendocrines pulmonaires (TNEP)
I.1. Définition des TNEP

Les tumeurs neuroendocrines pulmonaires (TNEP) sont un groupe hétérogéne de tumeurs
neuroendocrines (TNE), rares, développeées a partir des cellules du systéme neuroendocrinien

dans les poumons ou dans les voies respiratoires (bronches) (Kleindienst et al., 2016).

Les cellules du systeme neuroendocrinien ou « cellules neuroendocrines » sont des cellules
ayant a la fois des caractéristiques du systeme nerveux et du systeme endocrinien. Ces derniéres
présentent une structure semblable a celle des cellules nerveuses et produisent des hormones
comme les cellules endocrines. Elles sont dispersées de maniére diffuse dans tout le corps (le
tube digestif, les poumons, la thyroide, les ovaires, la vessie...etc) (Schlumberger et Baudin.,
1997 ; Saint-André et Guyétant., 2000).

I. 2. Anatomie et physiologie du poumon

Au nombre de deux, les poumons sont situés dans la cage thoracique et sont séparés I'un de
l'autre par le médiastin. Le poumon droit comprend trois lobes alors que le poumon gauche
compte seulement deux. lls sont entourés de deux feuillets appelés plévres (Figure 1)
(Martelli-Reid et al., 2006).

Les poumons reposent sur une vaste nappe musculaire, le diaphragme, qui sépare le thorax
de la cavité abdominale. Les contractions musculaires du diaphragme et de la cage thoracique
permettent aux poumons de se gonfler et de se dégonfler, par augmentation / diminution du

volume de la cage thoracique pour assurer la respiration (Martelli-Reid et al., 2006).

Les poumons font partie du systéme respiratoire. Constitués de bronches, de bronchioles et
d'alvéoles, ils assurent les échanges gazeux entre I'organisme et l'air ambiant. L’air inspiré
pénetre par la trachée et s’introduit dans les bronches qui se subdivisent en bronches toujours
plus petites puis en bronchioles, débouchant dans les alvéoles (Figure 1). Les alvéoles sont de
petits sacs poreux, en forme de bulle, ou se déroulent les échanges gazeux avec le sang. Chaque
alvéole est entourée de vaisseaux tres fins, appelés capillaires, dont elle est séparée par une
membrane. C’est a travers cette membrane que I’oxygene est transféré de 1’air vers le sang, et

en sens inverse, le gaz carbonique élimine (Figure 1) (Martelli-Reid et al., 2006).

Une muqueuse tapisse 1’arbre respiratoire afin d’empécher les particules étrangeres inhalées

d'atteindre les parties profondes du poumon. Elle est constituée principalement de trois types
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cellulaires : des cellules épithéliales ciliees, des cellules muco-sécrétantes (cellules
caliciformes) et des cellules basales (Wissler., 2012). L’épithélium des bronches et bronchioles
est formé de cellules épithéliales ciliées, qui participent a I'élimination des agents
environnementaux en réalisant le mouvement muco-ciliaire, et des cellules caliciformes
productrices de mucus (Hanahan et Weinberg.,2000), En plus des cellules neuroendocrines
pulmonaires (CNEP) qui sont impliquées dans de nombreux aspects des fonctions pulmonaires,
y compris la détection de I'oxygéne des voies respiratoires, la régulation du debit sanguin
pulmonaire, la modulation des réponses immunitaires. Ces diverses activités sont médiées par
les amines et les peptides libérés par les CNEP (Song et al.,2012). L'épithélium alvéolaire est
composé de pneumocytes de type | qui assurent les échanges gazeux entre l'alvéole et la
circulation sanguine, et de pneumocytes de type Il qui produisent le surfactant (Hanahan et
Weinberg.,2000), et les cellules de Clara représentant les acteurs clés de I'homéostasie
pulmonaire (Roth et al.,2013).

Cellule ciliée | bronches primaires | /j@
i i | i e |

[ bronche

bronchiole

Cellule basale \, W @ o basale

Cellule Clara

Cellule ciliée

Pneumocyte = = | i )
type | ‘ alvéoles ‘ | vaisseaux sanguins S
Lumiere " . ii

Figure 1. Anatomie de I’appareil réspiratoire et organisation cellulaire de la muqueuse

respiratoire (Adaptée a Zalcman.,2018 ; Bailey.,2020).

I. 3. Epidémiologie des TNEP

Les tumeurs neuroendocrines primitives, toutes localisations confondues, sont rares avec 2
a 5 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants. Environ 20-30% des tumeurs neuroendocrines
touchent les poumons qui, apreés le tractus gastro-intestinal, constituent la deuxiéme localisation
la plus fréquente des TNE. Les TNE représentent 20-25% des néoplasies pulmonaires
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invasives. L’incidence des TNEP a reconnu une augmentation au cours des derniéres décennies
et a été calculée a environ 1,57/100 000 habitants (Korse et al., 2013 ; Kleindienst et al., 2016 ;
Hendifar et al.,2017).

Les tumeurs neuroendocrines pulmonaires, selon la classification de I’OMS de 2015

comprennent :

- Les tumeurs carcinoides de grade bas a intermediaire, qui sont subdivisées en carcinoide
typique (CT, bas grade) et en carcinoide atypique (CA, grade intermédiaire).
- Les tumeurs de haut grade, qui englobent le carcinome bronchique a petites cellules

(CBPC) et le carcinome neuroendocrine a grandes cellules (CNEGC).

Le CBPC constitue ’entité la plus fréquente (15-20% des cas). Le CNEGC, le CT et le CA
sont nettement plus rares, représentant respectivement 1,6-3%, 1-2% et 0,1-0,2% des cas. Le
pic d’age lors du diagnostic se situe entre 40 et 70 ans ; les CT et les CA s’observent plus
souvent chez les femmes, tandis que les hommes semblent plus souvent atteints de CBPC et de
CNEGC (Kleindienst et al., 2016 ; Naidoo et al., 2016). Ces tumeurs sont la premiere cause
de déces par cancer, avec plus d'un million de déces dans le monde chaque année (17,6% de la
mortalité par cancer). En 2008, 342 000 cas de déces ont été enregistrés en Europe (David et
Eric., 2013).

I. 4. Etiologie des TNEP

Dans plus de 90% des cas, les TNE surviennent de maniére sporadique. Le tabagisme
constitue un facteur de risque majeur de développement d’un carcinome neuroendocrine a
grandes cellules (CNEGC) et d’un carcinome bronchique a petites cellules (CBPC) alors qu’il
ne semble pas avoir d’influence sur la survenue des tumeurs carcinoides (Kleindienst et al.,
2016 ; Naidoo et al., 2016 ; Hendifar et al.,2017). Aucun facteur environnemental ou
tabagique ne peut étre retenu pour les carcinoides. Ainsi, environ 20% a 40% des patients
atteints de carcinoides typiques ou atypiques sont des non-fumeurs, alors que presque tous les
patients atteints de CBPC et CNEGC sont de gros fumeurs de cigarettes (Fisseler-Eckhoff et
Demes., 2012).

1.5. Apports de I’anatomopathologie

Les TNEP constitue un groupe particulier et hétérogéne de tumeurs avec une absence de

mutations génétiques caractéristiques. L’examen 1’anatomopathologie constitue, donc, le
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principal outil d’étude des TNEP pour établir une classification adaptée essentielle au
diagnostic et au traitement des patients.
1.5.1. Classifications des TNEP

1.5.1.1. Classification anatomopathologique

La premiere classification internationale des tumeurs neuroendocrines pulmonaires a été
proposée en 1981 par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Elle a été révisee en 1985,
et réactualisée en 2015 a la lumiére des progrés réalisés dans la connaissance des tumeurs
pulmonaires. Cette classification est basee sur la taille des tumeurs, le nombre de mitoses, le
degré de prolifération ou encore le degré d’extension des tumeurs ainsi que sur la présence et
I’étendue des foyers de nécrose (Tableau 1) (Travis et al., 2015).

Le ki67, marqueur de prolifération cellulaire, peut étre utile pour déterminer 1’agressivité

d’une tumeur. En effet, le taux de ki67 est plus élevé pour le CBPC et le CNEGC et moyen a

bas pour les carcinoides. Ceci a permis de distinguer les tumeurs de haut grade (le CBPC et le
CNEGC), des tumeurs de grade bas (CT) a intermédiaire(CA) (Travis et al., 2015).

- S a® Y7, -
_%o" f m
' . o

o8
e

Figure 2. Histologie des tumeurs neuroendocrines pulmonaires. (A) Carcinoide typique (CT)
(hématoxyline et éosine, 20 x) ; (B) carcinoide atypique (CA) (hématoxyline et éosine, 20 x);
(C) carcinome neuroendocrinien a grandes cellules (CNEGC) (hématoxyline et éosine, 10 x);
(D) carcinome a petites cellules (CBPC) (hématoxyline et éosine, 10 x) (Luisella et al.,2017).
Les tumeurs carcinoides typiques sont des tumeurs fréquentes, bien différenciées, de

malignité de grade bas et indolentes du poumon. Elles présentent un faible indice mitotique
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inférieur a 2 mitoses/2 mm? (10 champs a fort grossissement ou HPF) sans nécrose, et mesurent
au moins 0,5 cm (Tableau I). Ce sont des tumeurs hypervascularisées avec un aspect
« endocrinoide ». Les cellules sont régulieres au cytoplasme abondant granuleux, disposées en
ilots, en palissades, en rosettes ou en travées (Figure 2) (Travis et al., 2015).

Les tumeurs carcinoides atypiques sont des tumeurs rares, bien différenciées, de malignité
de grade intermédiaire du poumon. Les criteres morphologiques de malignité s’appuient sur
I’irrégularité cellulaire, la présence d’atypies nucléaires, un indice mitotique élevé compris
entre 2 & 10 mitoses/2 mm? (10 HPF) et ’existence de nécrose (souvent punctiforme) (Tableau
1) (Figure 2) (Travis et al., 2015).

Les carcinomes neuroendocriniens du poumon a grandes cellules sont des tumeurs
agressives, peu différenciées, de malignité de haut grade du poumon. Les criteres
morphologiques de malignité s’appuient sur un indice mitotique élevé moyen de 70 mitoses/2
mm? (10 HPF) (>11 mitoses/2 mm?) et I’existence de nécrose (souvent de larges zones)
(Tableau I). Les CNEGC sont plus susceptibles de se propager a d’autres parties du corps. Les
tumeurs présentent une architecture neuroendocrine en nids, travées, rosettes ou en palissades.
Les cellules tumorales sont larges avec un cytoplasme modéré a abondant et un nucléole
fréquent (Figure 2). Elles sont positives, en immunohistochimie, pour au moins un marqueur
neuroendocrine (chromogranine A, synaptophysine et CD56). Le CD56 ou NCAM (Neural Cell
Adhesion Molecule) est le plus souvent exprimé (plus de 90% des cas) (Naidoo et al., 2016 ;
Travis et al., 2015).

Les carcinomes neuroendocriniens du poumon a petites cellules, ou cancers du poumon
a petites cellules, sont aussi des tumeurs agressives, peu différenciées, de malignité de haut
grade du poumon et qui se propagent souvent a d’autres parties du corps. lls sont en général
aisément reconnaissables par leur morphologie tres caractéristique : un indice mitotique élevé
moyen de 80 mitoses/2 mm? (10 HPF) (>10 mitoses/2 mm?) et I’existence de nécrose fréquente
(souvent en larges plages) (Tableau 1). Les CBPC présentent des cellules de petites tailles avec
peu de cytoplasme, un noyau déformé, une chromatine granuleuse et un nucléole absent (Figure
2). En immunohistochimie, elles sont positives, en plus des marqueurs neuroendocrines (CD56,
chromogranine A et synaptophysine), pour le TTF-1 (Thyroid-Transcription Factor-1) dans
90% des cas (Rouquette Lassalle., 2016 ; Travis et al., 2015).

Tableau 1. Classification anatomopathologique des tumeurs neuroendocrines (TNE)
pulmonaires selon I’OMS 2015 (Travis et al., 2015).
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Garcinoide typique  Garcinoide atypique (NEGC (K

Différenciation Bien différencié Bien différencié Peu différencié Peu différencié

Taille cellulaire Intermédiaire Intermédiaire Intermédiaire d large Petite d intermédiaire

Indice mitotique Bas Intermédiaire Haut, médiane : 70 mitoses/2mm’  Haut, médiane : 80 mitoses,/2 mm’

<2/mm’ 2-10/mm’

Marqueurs IH i HhA b +a b +

Neécrose 0 + t i

Ki-67 % <50 520 % 50-100 % 80-100 %

CNEGC: carcinome neuroendocrine a grandes cellules ; CPC: Carcinome & petites cellules ; IH: immuno-histochimie.

Figure 3. Aspect macroscopique des différents types des tumeurs neuroendocrines

pulmonaires. (1) Tumeur carcinoide typique. Cette tumeur lobée jaune bronzé est associée a

une bronche, se développant dans le parenchyme pulmonaire adjacent. Le tissu pulmonaire

distal de la tumeur présente une consolidation inégale, probablement due a une obstruction. (2)

Pathologie macroscopique d'une tumeur carcinoide atypique. (3) Pathologie macroscopique du

carcinome neuroendocrinien a grandes cellules. Il s'agit d'une grosse tumeur chez un patient

souffrant d'emphyséme, montrant une surface de coupe jaune bronzée et hémorragique avec de

vastes zones de nécrose. (4) Un cancer du poumon a petites cellules réséqué avec une surface

de coupe blanc bronzé, trompeusement circonscrite (Alain et Borczuk., 2018).

1.5.1.2. Classification Tumor-Nodes-Metastasis (TNM)
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La conduite thérapeutique est en fonction des types histologiques de la tumeur, du stade

auquel les patients sont diagnostiqués, des antécédents, de 1’état général et de 1’opérabilité du

patient (Wissler., 2012). Ainsi, les cliniciens et les pathologistes ont adopté la nouvelle

stadification ou classification TNM proposée par I’'TASLC (the International Association for

the Study of Lung Cancer) dans sa 8°™ édition.

Les criteres TNM pour : T (taille des nodules tumoraux), N (envahissement des ganglions

lymphatiques) et M (présence ou absence de métastases a distance) se sont bases uniquement

sur des facteurs pronostiques. Dans le Tableau Il sont répertoriées les caractéristiques de cette

classification (Kleindienst et al., 2016).

Tableau I1. Classification TNM du cancer du poumon, 8™ édition (Kleindienst et al., 2016).

TX | Tumeur non évaluable ou mise en évidence de cellules malignes dans les sécrétions
bronchiques sans visualisation d’une tumeur a la radiologie ou a la bronchoscopie
TO Pas d’indice d’une tumeur primaire
Tis | Carcinome in situ
T1 Tumeur de diamétre <3 cm, entourée de parenchyme pulmonaire ou de plévre viscérale, sans
mise en évidence bronchoscopique d’une invasion proximale d’une bronche lobaire
Tla | Tumeur de diamétre <2 cm
T1b | Tumeur de diamétre compris entre >2 et<3 cm
[<b] P N .
= T2 Tumeur de diamétre compris entre >3 et<7 cm
g Ou envahissement de la bronche principale a >2 ¢m de a caréne
= Ou envahissement de la plévre viscérale Ou présence d’une atélectasie
. T2a | Tumeur de diamétre compris entre >3 et<5 cm
>
(3} p < B
= T2b | Tumeur de diamétre compris entre >5 et<7 cm
=)
E T3 Tumeur de diamétre>7cm ou envahissement de la paroi thoracique, du diaphragme, du nerf
phrénique de la plévre médiatisnale, du péricarde pariétal
Ou envahissement de la bronche principale a<2 cm de la carene (mais sans atteinte de la caréne)
Ou métastase dans le
méme lobe pulmonaire
T4 Tumeur de n’importe quelle taille envahissant le médiastin, le cceur, les gros vaisseaux, la
trachée, la caréne, le nerf laryngé récurrent, I’cesophage, un corps vertébral
Ou métastases dans d’autres lobes pulmonaires ipsilatéraux
< | NX | Ganglions lymphatiques régionaux non évaluables
=)
m 7 - - 7 -
S| NO Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux
0 .=
S 3N Métastases dans les ganglions lymphatiques péribronchiques, hilaires, intrapulmonaires
= o ipislatéraux
S qg’_ N2 Meétastases dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ou sous-carinaux ipsilatéraux
Q= -
= ©| N3 Meétastases dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ou hilaires controlatéraux
= Ou métastases dans les ganglions lymphatiques scaléniques ou sous-claviculaires ispsilatéraux
g ou controlatéraux
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MO | Absence de métastases a distance

M1 | Présence de métastases a distance

M1la | Tumeur séparée dans un lobe pulmonaire controlatéral, tumeur avec échappement
pleural/péricardique malin

M1b | Métastases a distance

M2
T : fait référence a la taille et a une éventuelle extension locale de la tumeur. N, indique si le cancer s’est étendu aux ganglions
lymphatiques (nodes en anglais) proches de la tumeur primaire. M, fait référence a la présence de métastases dans d’autres
parties du corps. Chaque lettre est suivie d’un chiffre ou d’une autre lettre : Les chiffres de 0 a 4 indiquent le degré d’extension

; La lettre X signifie “ne peut pas étre évalué”, car I’information n’est pas disponible ; Les lettres ‘is’, signifiant “in situ”,
peuvent suivre le T et indiquent dans ce cas que la tumeur reste limitée a la couche cellulaire ou elle est apparue.

M-Meétastases
a distance

1.5.1.3. Stadification histologique des TNE pulmonaires

La description TNM du cancer est combinée au processus de groupement par stades.
Généralement, dans le cas des cancers bronchiques, la progression tumorale est définie en
fonction des stades qui vont de | pour les moins agressifs sans envahissement des ganglions a
IV pour les plus agressifs avec presence de métastases (Hammerschmidt et Wirtz., 2009). La
correspondance entre la classification TNM et les stades du TNE pulmonaire est résumée dans
le Tableau I11.

Les sites de métastases du cancer bronchique sont généralement le cerveau, le foie, les os,

les poumons et les glandes surrénales (Watanabe., 2003).

Tableau I11. Stadification des TNE pulmonaire (Kleindienst et al., 2016).

STADE Classification TNM

Carcinome Tx NO MO
occulte
Stade 0 Tis NO MO

Stade | 1A IA1 | T1a NO MO

IA2 | T1b NO MO

IB T2a NO MO

Stade 11 1A Tla N1 MO

T1b N1 MO

T2a N1 MO

T2b NO MO

11B T2b N1 MO

T3 NO MO

Stade 111 1A T1N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

T4 N1 MO

1B T4 N2 MO

Tout T N3 MO

Stade IV Tout T Tout N M1la
Tout T Tout N Tout M1b
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1.6. Oncogenése pulmonaire

Les tumeurs neuroendocrines (TNE) prennent naissance dans les cellules du systéeme
neuroendocrinien. Les cellules neuroendocrines sont dispersées dans tout le corps. Elles
recoivent des messages (signaux) du systéme nerveux et y répondent en fabriquant et en
sécrétant des hormones. Ces hormones contrélent de nombreuses fonctions de I’organisme,

comme la digestion et la respiration.

Des modifications génétiques et épigénétiques des cellules neuroendocrines déclenche le
processus de la tumorigenese, qui comporte plusieurs étapes successives (Armaiz-Pena et al.,
2009 ; Patel et Galoian., 2018) :

Les stades précoces : correspondant aux étapes initiales traduisant 1’émergence et le début
de la croissance d’un clone néoplasique, ces derniers sont trés mal connus. AU niveau
moléculaire la pathogénie des tumeurs neuroendocrines s’oriente vers 1’implication de
nombreux genes suppresseurs de tumeurs, notamment le gene de la ménine également appelé

NEM (La néoplasie endocrinienne multiple) (Lamouti., 2012).

La phase de croissance locale : correspondant au développement du clone néoplasique dans
I’organe qui lui a donné naissance, c’est habituellement a ce stade que les tumeurs
neuroendocrines sont identifiées et diagnostiquées. Ces derniers se développent localement en

induisant 1’élaboration d’un stroma richement vascularisé (Lamouti., 2012).

La phase de dissémination métastasique : correspondant a la dispersion et a I’essaimage du
clone néoplasique dans I’ensemble de 1’organisme. Beaucoup de tumeurs se comportent comme
des tumeurs bénignes, sans métastase et sans récidive aprés exérése compléte. A 1’opposé,
d’autres se comportent comme d’authentiques tumeurs malignes, comportant un risque de

dissémination métastasique et de récidive (Lamouti., 2012).
1.6.1. Cellules neuroendocrines pulmonaires

Les cellules neuroendocrines pulmonaires (CNEP) sont une population cellulaire unique et
mal connue du poumon. Il s’agit de cellules épithéliales rares dérivées de I'endoderme, qui
constituent environ 1% de la population cellulaire des voies respiratoires (Sui et al.,2018) qui
joueraient un réle important dans le développement pulmonaire et la fonction des voies

respiratoires.
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Les CNEP sont soit seule ou forment un amas en grappes de 5-15 cellules appelées corps
neuroépithéliaux (CNE ou NEB, Neuroepithelial body) réparti dans tout I'épithélium de la
trachée, les bronches jusqu'aux bronchioles. Elles agissent comme des senseurs d'oxygeéne et
jouent un role dans la surveillance de la concentration des gaz dans les voies respiratoires en

réponse a I'hypoxie (Cutz., 2015 ; Edurne Echevarria., 2019).

Les CNEP et CNE sont principalement innervés par des fibres sensorielles afférentes

d'origine vagale et des fibres efférentes avaient un réle modulateur potentiel (Linnoila., 2006).

Les cellules CNEP et CNE présentent des caractéristiques similaires aux caractéristiques des
cellules endocrines. Elles contiennent de nombreux granules cytoplasmiques (VND, vésicules
a noyau dense) dans lesquels sont stockés plusieurs médiateurs comme : I'énolase neuronique
specifique (NSE), la chromogranine A (CgA), et la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT), le
peptide lié aux génes de la calcitonine (CGRP), le peptide libérant la gastrine (GRP, bombesine
de mammifeére) et la calcitonine. Elles expriment des marqueurs spécifiques utilisés dans le
diagnostic tels que la synaptophysine (SYN) et la molécule d'adhésion des cellules neuronales
(NCAM).

Ces médiateurs pourraient étre impliqués dans les interactions paracrines locales avec les
cellules pulmonaires adjacentes (épithélium des voies respiratoires, cellules musculaires lisses
des voies aériennes et vasculaires, fibroblastes et cellules immunitaires / inflammatoires) via
divers récepteurs exprimés par ces cellules critiques pour le développement pulmonaire
(Weichselbaum et al., 2005 ; Sveinung.,2007 ; Cutz., 2015).

Le GRP et le CGRP semblent avoir des effets mitogénes et de maturation. Ils servent de
facteurs de croissance pour plusieurs types de cellules pulmonaires et stimulent la
différenciation cellulaires (Pan et al., 2006 ; Sveinung., 2007). Le CGRP exerce également un
effet immunorégulateur et joue un réle chimiotactique sur les éosinophiles dans les voies
respiratoires et en outre inhibe les actions favorisant I'eedéme des médiateurs inflammatoires

(Sveinung., 2007).
1.6.2. Génes et molécules impliqués dans la Tumorigenese du TNEP

Des mutations des genes suppresseurs de tumeurs et des pro-oncogénes des CNEP

conduisent a la formation et la progression des TNEP.

Les carcinoides typiques (CT) et atypiques (CA) proviennent des DIPNECH (hyperplasie

des cellules neuroendocrines idiopathiques diffuses), une lésion préinvasive rare. La DIPENCH
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est définie comme une hyperplasie des CNEP confinées a I'épithélium respiratoire sans
pénétration a travers la membrane basale. Les lésions DIPNECH s'étendant au-dela de la
membrane basale sont connues sous le nom de TNE pulmonaire lorsque les agrégats nodulaires

de cellules neuroendocrines mesurent > 0,5cm (Wolin., 2015).

Lorsque cette lésion hyperplasique NE proliférante acquiert une résistance aux mécanismes
apoptotiques, reflétée par l'augmentation des taux de Bcl-2(B cell lymphoma), une transition

vers un stade tumoral est initiée (Figure 4) (Swarts et al., 2012).

Les éetapes ultérieures de la progression des carcinoides peuvent inclure I'abrogation de la
voie de Menin (néoplasie endocrine multiple 1) qui est une protéine suppresseur de tumeur. La
Menin 1 joue un r6le important dans le controle du cycle cellulaire et 1’apoptose par régulation
a la hausse de I'expression du géene CASP8 (cysteine-aspartic acid protease) et inhibe ainsi la
prolifération. L'abrogation de la voie de Menin représente ainsi la premiere anomalie

pathogénique définie pour ce type de tumeur (Figure 4) (Swarts et al.,2012).

Le remodelage de la chromatine est la voie la plus fréquemment affectée chez les carcinoides
pulmonaires avec des altérations des sous-unités du complexe SWI/SNF (switch/sucrose non-
fermenting). Il est suggéré que l'inactivation de la voie de remodelage de la chromatine a un
role exclusif et suffisant dans le développement précoce des tumeurs carcinoides. Les
altérations des histones méthyltransférases et des déméthylases ont également éte frequemment
rapportés dans ces lésions (Figure 4) (Sung et al., 2020).

histones
méthyl
transférases

Histones
déméthylases

&
Carcinoide %
pulmonaire
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Figure 4. Schéma récapitulatif de la physiopathologie des TNE pulmonaires. CNEP : cellule
neuroendocrine pulmonaire ; DIPNECH : L'hyperplasie des cellules neuroendocrines
idiopathiques diffuses ; CBPC : cancer broncho-pulmonaire a petites cellules ; CNEGC :
carcinome neuroendocrine a grandes cellules (Originale).

La cancérogenese CBPC peut se produire par diverses voies qui perturbent les mécanismes
normaux de réparation de I'ADN. Les mutations courantes dans les CBPC incluent la perte du
géne suppresseur de tumeur de RB1 (rétinoblastome) et les mutations TP53 (tumor protein 53)
qui diminuent l'activité pro-apoptotique des cellules cancéreuses (Basumallik et Agarwal.,
2019).

Des perturbations dans le bon fonctionnement de ces génes sont souvent induites par des
composés mutagenes de la fumée de cigarette. La cellule d'origine pour le CBPC est une CNEP
dans la majorité des cas, mais peut également étre une cellule alvéolaire de type Il. Quel que
soit le type d'origine de la cellule, cette cellule reste phénotypiquement normale tout en

acquérant des dommages genétiques (Swarts et al., 2012).

Sutherland et al. (2016) ont montré que la perte de Tp53 et de Rb1 pouvait transformer
efficacement les cellules alvéolaires type Il et neuroendocrines en cellules CBPC (Takaaki et
al.,2016).

La famille des protéines de poche pRb interagit avec une myriade de facteurs de
transcriptions et de cofacteurs se liant a I'ADN nécessaires a la progression du cycle cellulaire,
a l'auto-renouvellement, a I'apoptose, a la sénescence et a la différenciation cellulaire (Swarts
etal., 2012).

L’évasion de l'apoptose doit étre essentielle pour que ces tumeurs se développent.
Cependant, la voie de I'apoptose intrinseque, impliquant les génes Bcl2 et Bax (Bcl-2 associated
X), est plus souvent inhibée dans les TNE de haut grade, et en particulier les CBPC. Ceci
représente un évenement précoce, pouvant précéder les altérations de p53 (Figure 4) (Swarts
et al.,2012)

La progression du CBPC nul Tp53 / Rb1 peut étre accélérée par la perte supplémentaire de
PTEN (phosphatase and TENsin homolog) qui a récemment été proposée comme un événement
génétique fréquent mais tardif pendant la tumorigenése du CBPC (Cheung et Nguyen., 2015).
Le PTEN est un suppresseur de tumeur critique dans la pathogenése des CBPC puisqu’il régule
les interactions cellulaires avec la matrice extracellulaire et stabilise le génome dans le noyau
(Takaaki et al., 2016).
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D’autres molécules semblent contribuer a la tumorigenése de CBPC telle que la DLL3
(protéine Delta-like 3), un inhibiteur de la voie Notch, impliquée spécifiquement dans la

differenciation cellulaire neuroendocrine (Figure 4) (Scott., 2016).

Les CNEGC impliquent en plus des genes TP53, RB1 et DLL3 des mutations du géne
STK11 (sérine-thréonine kinasell), ce dernier est un géne suppresseur de tumeur, qui affecte
divers voies cellulaires, notamment le métabolisme cellulaire, la pluripotence et la plasticité
phénotypique. Ces réles fonctionnels de STK11 peuvent contribuer a une différenciation
dérégulée et a un phénotype clinique agressif de CNEGC (Figure 4) (Rekhtman et al.,2016 ;
George et al., 2018).

1.6.3. Rdle de la chromogranine A, de la Synaptophysine et du CD-56 dans la pathogénése

pulmonaire

La chromogranine A (CgA), une protéine acide hydrophile de la famille des granines des
protéines sécrétoires omniprésentes dans le systeme nerveux, endocrinien et immunitaire. La
chromogranine A est une pro-hormone qui est différentiellement transformée en peptides et qui
régulent une gamme de fonctions biologiques telles que la prolifération cellulaire, I'angiogenése
et la sécrétion hormonale. Le taux de CgA est elevé dans certaines conditions pathologiques

comme les néoplasmes neuroendocriniens bronchopulmonaires. (Giovinazzo et al., 2013).

Des études récentes ont montré le r6le de la CgA dans la progression tumorale. Il semble
que la CgA joue un role pro-angiogénique par activation du VEGF (vascular endothelial growth
Factor) (Sushil et Angelo., 2019).

La synaptophysine est une glycoprotéine qui fait partie intégrante de la membrane

granulaire sécrétoire neuroendocrine (Bhargava et Dabbs., 2011).

La fonction de la synaptophysine dans les tumeurs neuroendocrines est insaisissable, mais il
a été supposé qu’elle peut avoir un role dans la biogenése et le recyclage des vésicules (Anne-
Marie et Jakobsen Ola.,2006 ; Tomita.,2020).

Le CD56 ou NCAM (molécule d'adhésion aux cellules neurales) est un groupe de
glycoprotéines de surface cellulaire impliquées dans I'adhésion directe cellule-cellule (tascilar
et al., 2007).

Il semble que le CD56/NCAM joue un réle dans la propagation métastatique (Lantuejoul
et al., 1998).
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1.7. Présentation clinique, diagnostic et thérapies des TNE Pulmonaires
1.7.1. Présentation clinique

Les symptdmes cliniques des TNE pulmonaires dépendent de la localisation de la tumeur.
La localisation est centrale dans environ 75% des cas pour les carcinoides et dans environ 95%
des cas pour le CBPC. Les patients atteints de CBPC présentent des signes d‘altération de I'état
général (asthénie, anorexie, amaigrissement) et des signes locorégionaux thoraciques liés aux
masses tumorales importantes comme une hémoptysie, une toux ou une obstruction bronchique
proximale ou un syndrome cave supeérieur, des douleurs thoraciques, des pneumonies
récidivantes ou un stridor (Babakoohi et al., 2013). Les patients atteints de carcinoides sont
pour la plupart symptomatiques et peuvent se présenter avec des hémoptysies, une toux
chronique, de la fiévre, des douleurs thoraciques, une dyspnée, un wheezing unilatéral ou des
infections récurrentes. Toutefois, selon les séries, 20 a 50% des CB sont asymptomatiques et
découverts fortuitement. Le CNEGC a, quant a lui, une localisation périphérique dans 80-85%
des cas et il donne donc bien plus rarement lieu aux symptémes décrits précédemment, mais
plut6t a des symptomes pseudo-grippaux non spécifiques ou a des sueurs nocturnes (Naidoo et
al., 2016).

Une tumeur neuroendocrine est dite fonctionnelle lorsqu’elle s’associe a un syndrome
d’hypersécrétion hormonale ectopique, qui provoque des symptémes supplémentaires
spécifiques a 1’hormone libérée. Des syndromes paranéoplasiques surviennent le plus
fréguemment en cas de CBPC, plus rarement en cas de carcinoides (1-3% des cas) et
inhabituelle dans le CNEGC. Les TNE pulmonaires constituent la cause la plus fréquente de
sécrétion ectopique d’ACTH (Adreno CorticoTropic Hormone). Le syndrome de Cushing qui
en résulte se manifeste entre autres par une hypokaliémie, une alcalose métabolique, une
condition métabolique diabétique, une tendance aux oedémes ou une faiblesse musculaire. Par
ailleurs, une sécrétion ectopique de sérotonine peut étre responsable d un syndrome carcinoide
s’accompagnant de flush, tachycardie, hypertension, bronchospasme et diarrhée. Parmi les
autres syndromes paranéoplasiques possibles figurent une acromégalie causée par une sécrétion
ectopique de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) ou le syndrome de sécrétion
inapproprié¢e d’hormone antidiurétique (SIADH), qui survient avant tout en cas de CBPC. Le
SIADH se manifeste par une hyponatrémie euvolémique et par une osmolarité serique réduite
pouvant aller jusqu’a des symptomes neurologiques, tels que des convulsions ou des états

comateux (Kleindienst et al., 2016 ; Pellat et al., 2016).
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1.7.2. Diagnostic

La tomodensitométrie (TDM), dite aussi scanographie, avec injection de produit de contraste
constitue I’examen de référence pour le diagnostic des TNE pulmonaires. Pour le prélévement
de tissus en vue de l’examen histopathologique, la biopsie peut étre réalisée par voie
transbronchique en cas de tumeurs de localisation centrale et par voie transthoracique en cas de

tumeurs de localisation périphérique (Kleindienst et al., 2016 ; Pellat et al., 2016).

Le diagnostic histologique repose sur des arguments histologiques, histochimiques et
immuno-histochimiques. Il existe aujourd’hui une large gamme de marqueurs permettant
I’identification des cellules neuroendocrines tumorales, qui peut étre répartie en plusieurs

groupes.

Les marqueurs neuroendocrines proprement dits sont associés aux grains de sécrétion
contenant les hormones endocrines, le plus utilisé étant la chromogranine A. Il est cependant
parfois nécessaire d’y associer un second marqueur, commun aux cellules endocrines et aux
neurones : le plus utilisé est la synaptophysine, une protéine de la membrane des vésicules

synaptiques stockant les neuromédiateurs.

Le diagnostic anatomopathologique repose é€galement sur la détermination du profil
hormonal. Une forte proportion de tumeurs neuroendocrines est capable de synthétiser et/ou de
sécréter une ou plusieurs hormones (sérotonine, calcitonine, gastrine, somatostatine,
insuline...). Elles peuvent étre détectées par immunohistochimie, hybridation in situ, ou encore
PCR pour identifier la présence d’ARN messagers. Cependant il est essentiel de corréler ces
données aux donnees cliniques (existence d’un syndrome d’hypersécrétion hormonale) et aux
résultats des dosages hormonaux dans le sang périphérique (Kleindienst et al., 2016 ; Pellat et
al., 2016).

Cependant, un dosage biochimique sérique de la chromogranine A et de I’énolase spécifique
des neurones (NSE) est recommandé. D’autres dosage Sérique et urinaire sont nécessaires en
cas de suspicion un syndrome paranéoplasique. Ainsi, un syndrome carcinoide pourrait étre mis
en évidence sur la base de la concentration d’acide 5-hydroxyindolacétique dans les urines de
24 heures ; une acromégalie peut étre objectivée par une concentration sérique accrue de GnRH
(gonadotropin-releasing hormone) ou d’IGF1 (insulin-like growth factor 1) (Kleindienst et al.,
2016 ; Pellat et al., 2016).
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1.7.3. Thérapies

Au cours des trois derniéeres décennies, il n'y a pas eu d'avancée thérapeutique majeure dans
la prise en charge des tumeurs neuroendocrines pulmonaires.

La résection chirurgicale avec préservation maximale du parenchyme pulmonaire
représente le traitement curatif de choix en cas de tumeurs de stades | et Il, et semble étre
associée a une survie plus longue. Elle peut étre également proposée en cas de réponse
ganglionnaire significative aprés une chimiothérapie néoadjuvante comme dans le cas des
CNEGC (Kleindienst et al., 2016 ; Roesel et al., 2016).

En cas de tumeurs de localisation périphérique, il convient de réaliser une segmentectomie
ou une lobectomie avec lymphadénectomie régionale. En cas de tumeurs de localisation
centrale, la résection en manchon, également accompagnée d’une lymphadénectomie régionale,
représente la technique chirurgicale de choix) (Kleindienst et al., 2016 ; Pellat et al., 2016).

Toutefois une grande partie des patients ne sont donc pas éligibles a un traitement chirurgical
puisque la majorité des patients sont diagnostiqués a des stades avancés Il et IV ou présentent
des métastases ganglionnaires lymphatiques et des métastases a distance. Ainsi, une
chimiothérapie systémique peut étre envisagée en cas de progression tumorale. Une
association radiothérapie-chimiothérapie pourrait étre envisagée en cas de formes localisées
non résécables de tumeurs. Il existe trois types d'association radiothérapie-chimiothérapie :
séquentielle (la chimiothérapie précede la radiothérapie thoracique), alternée (la radiothérapie
est délivrée entre les cures de chimiothérapie sans réduction de doses), et concomitante (les
deux traitements sont administrés simultanément). L'association radiothérapie-chimiothérapie
de fagon concomitante s’avére meilleure dans le cas des CBPC (Le Pechoux et al., 2006 ;
Slotman et al., 2015).

De méme, en cas de métastases non résécables, des procédés ablatifs locaux, tels qu’une
ablation par radiofréquence ou une (chimio-) embolisation transartérielle, peuvent étre
utilisés. Pour les patients asymptomatiques présentant un faible indice de prolifération de la
tumeur, une stratégie attentiste avec des controles d’imagerie étroits tous les 3—6 mois s’avere
possible (Kleindienst et al., 2016).

Parmi les autres options thérapeutiques disponibles figurent les analogues de la
somatostatine et la thérapie radionucléide par récepteur de peptide. Les analogues de la
somatostatine sont envisagées dans le cas des tumeurs a activité hormonale dans le but de
controler les symptdmes provoqués par la sécrétion hormonale. Chez les patients

symptomatiques atteints de tumeurs carcinoides a activité hormonale, les analogues de la
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somatostatine (octréotide, lanréotide) permettent d’obtenir une rémission dans jusqu’a 10% des
cas, une stabilisation de la maladie dans 30-50% et un contréle des symptdmes provoqués par
la sécrétion hormonale dans 30-60% des cas (Kleindienst et al., 2016).

Des thérapies moléculaires ciblées et des immunothérapies sont aussi envisageables dans
le cas des TNE pulmonaires. Cependant, plusieurs essais n‘'ont montré aucun bénéfice tandis
que d’autres semblent étre des pistes prometteuses (Mamdani et al., 2015).

A titre d'exemple, une étude de phase 1l randomisée prospective sur des cancers pulmonaires
disséminés (CBPC et non CBPC) associant un traitement par ipilimumab (anti-CTLA4)
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4) a une chimiothérapie (carboplatine / paclitaxel) montrait
une tendance a I'amélioration de la survie sans progression (basée sur des critéres de réponse
immunologiques) par rapport a une association chimiothérapie et placebo en cas
d'administration des deux traitements en alternance (Reck et al., 2013).

D'autres molécules, telles que le nivolumab et le pembrozilumab (anti-PD-1) (Programmed
Death-1), ont été étudiées. Une phase I/ Il ayant comparé un traitement par nivolumab seul
versus ipilimumab et nivolumab en deuxiéme ligne de CBPC, rapportait des taux de réponse
globale de 15%, et 20 % respectivement (Antonia et al., 2015).

Des inhibiteurs des voies de signalisations impliquées dans les processus d’oncogenése
pulmonaire ont été également testés. Dong wang et al. Suggérent qu'un co-ciblage
pharmacologique par combinaison d'inhibiteurs du facteur de transcription ASH-1 (Achaete-
scute homolog 1) et du récepteur IGF-1R (Insulin-like Growth Factor-1 Receptors) semble étre
plus efficace pour éliminer les cellules tumorales dans le cas des CBPC (Dong wang et al.,
2019).

Deux genes se sont révélés étre mutés dans les tumeurs carcinoides pulmonaires, y compris
KIT, ERBB4 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 4), ces génes codent pour des récepteurs
tyrosines kinases qui sont des récepteurs de surface cellulaire pour de multiples voies de
signalisation. Les mutations de ces genes sont d'importantes cibles thérapeutiques de
médicaments thérapeutiques ciblés moléculaires, tels que les TKIs (les ihnibiteurs de tyrosines
kinase) I’imatinib et le sunitinib (Xiongfei et al., 2020).
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Dans le cadre de notre étude rétrospective, nous avons opté pour une réalisation de deux
études, une rétrospective et une prospective chez les patients atteints de TNE pulmonaire. Ce
travail a été réalisé au niveau du service d’anatomie pathologique du CHU Issad Hassani a Beni

Messous d’ Alger.

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19 a profondément
touché plusieurs secteurs, notamment 1’enseignement supérieur et la recherche scientifiques,
dans le monde et en Algérie. Dans ces circonstances, exacerbées par le confinement total de la
wilaya de Blida et d’Alger, notre travail a pris fin le 12 mars 2020, prés d’un mois seulement

apres le début de notre stage au CHU Issad Hassani a Beni Messous d’Alger.

Notre travail a porté sur 1’étude de 1’apport de I’immunohistochimie dans le diagnostic, la
classification histologique de tumeur neuroendocrine pulmonaire (TNEP) chez des patients
Algériens. 1l s’agit d’une étude rétrospective réalisée sur 67 patients atteints de TNEP
diagnostiqués entre 2017 et 2019.

Une étude prospective a été prévue pour 1’année en cours 2020 et que nous n’avons pas pu

la réaliser.

I1.1. Matériel

11.1.1. Matériel non Biologique

L’appareillage, les réactifs sont cités en Annexe I.
11.1.2. Matériel Biologique

- Biopsies bronchiques et ponctions transpariétales pulmonaires.
- Anticorps primaires : trois anticorps monoclonaux primaires ont été utilisés pour
I’immunohistochimie :
» Anti-Chromogranine A (monoclonal mouse anti humain Chromogranin A, cat.
Nos. GA053, M0869 ; DAKO, Glostrup, Denmark)
« Anti-Synaptophysine (monoclonal mouse anti human Synaptophysin, M7315,
DAKO, Glostrup, Denmark)
* Anti-CD-56 (monoclonal mouse anti-human CD-56, M7304, DAKO, Glostrup,
Denmark).
- Anticorps secondaire conjugué a la horseradish peroxidase (HRP) Anti-souris

(EnVision + System polymere marqué HRP, K4000 Dako ; Kyoto, Japon)
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11.1.3. Patients
A. Critére d’éligibilité des patients

67 patients dont 13 femmes et 54 hommes agés de 18 a 88 ans ont été inclus dans notre
étude. Ces derniers ont bénéficié d’une fibroscopie bronchique ou une ponction transpariétale
avec des résultats anatomopathologiques en faveur d’une TNEP primaire ou secondaire.

Les patients ayant un age inférieur a 18 ans ont été exclus de cette étude.

B. Collecte des données

Les donneées épidémiologiques (age, sexe) et anatomopathologiques (type histologique et
profil immunohistochimique) de 1’étude rétrospective ont été obtenues apres étude des dossiers
cliniques et des comptes rendus anatomopathologiques de 67 patients. Toutes ces données ont
été colligées dans une base de données Excel.

11.2. Méthodes
11.2.1. Etude anatomopathologique

L'examen anatomopathologique constitue la base du diagnostic et du traitement des cancers
(Chorneyko et Butany., 2008).

Les prélevements (biopsies pulmonaires) sont fixés au formol tamponné a 10% par le
chirurgien immédiatement aprés excision. Ils sont par la suite emmenés au laboratoire

d’anatomie pathologique du CHU de Beni Messous.

Une fois fixés, les prélevements subissent les différents traitements histologiques permettant
d’obtenir des coupes histologiques colorées a 1’hématoxyline-€osine ou ciblés par une étude
immunohistochimique, dans notre cas nous avons utilise les marqueurs de TNEP, la
Chromogranine A, la Synaptophysine et le CD-56 (NCAM).

11.2.1.1. Etude histologique par coloration a ’hématoxyline-éosine (H-E)

Tableau IV. Circuit de la batterie de déshydratation et d’imprégnation du tissu a la paraffine

Fixation Formol tamponné a 10% 1h

(Originale).

Déshydratation | 1 bain d’éthanol 70° 6h
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1 bain d’éthanol 80° 6h

1 bain d’éthanol 95° 6h

3 bains d’éthanol 100° 6h x3
Inclusion 3 bains de xylene 3h x3

3 bains de paraffine 3hx3

A. Fixation

La fixation est une étape essentielle de 1’étude histologique. Elle permet de conserver les
tissus dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant et de s'opposer a l'autolyse tissulaire
et & la putréfaction. Les structures sont figées et les antigenes immobilisés in situ, afin qu’ils ne
soient pas altérés par les différents bains réactionnels. Cette étape doit se faire immédiatement
aprés le prélevement pour éviter I’autodigestion des tissus et la contamination par des

microorganismes.

Une fois au laboratoire, les biopsies pulmonaires sont mises dans des casettes en plastiques
sur du papier joseph puis fixées dans du formol tamponné a 10% pendant 2 a 5 heures. Le temps
court de fixation et 1’utilisation papier Joseph reviennent a la petite taille des biopsies (0,5 a 2

mm) (Figure 31, Annexe II).

B. Déshydratation et inclusion

L’inclusion a pour objectif de remplacer I'eau contenu dans les tissus par de la paraffine afin
de réaliser des coupes fines et régulieres. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement
doit d’abord subir une déshydratation par immersion dans des bains d’¢thanol (le fixateur est
éliminé) de degré croissant 70°, 80°, 95°, et 100° puis dans des bains de solvant miscible & la
paraffine comme le toluene ou le xyleéne (I’alcool est éliminé). Le prélévement est ensuite
inclus dans de la paraffine fondue par chauffage pendant 3h. La paraffine infiltre et enrobe les
tissus et leur donne une consistance solide nécessaire a la confection des coupes histologiques
fines. Ces étapes sont automatisées dans un appareil de déshydratation et d’imprégnation

(LEICA) (Figure 32, Annexe I1) et sont résumes dans le tableau IV.

Une fois totalement imprégné, le tissu est placé dans un moule contenant de la paraffine
fondue (portée a 56/58°C), la chaleur provoque I'évaporation du solvant et les espaces ainsi
libérés sont remplis par la paraffine. Aprés refroidissement, nous procédons au démoulage des

blocs de paraffine formés dont les fragments tissulaires sont inclus.

C. Coupes histologiques et coloration H-E
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Tableau V. Etapes de coloration hématoxyline- éosine (Originale).

Etapes | Réactifs Durée |
Déparaffinage Etuve 100°C 5min
3 bains de toluéne 2min x3
Réhydratation 1 bain d’éthanol 100° 2min
1 bain d’éthanol 95° 2min
1 bain d’éthanol 80° 2min
1 bain d’éthanol 70° 2min
1 bain d’eau distillée 2min
Coloration H-E | Hématoxyline 10min
Lavage eau 2min
Eosine 1min
Lavage eau 2min
Déshydratation | 3 bains d’éthanol 100° 45sec x3
3 bains de Toluéne 45sec x3

Les coupes histologiques fines, de 2 & 5 um d’épaisseur, sont faites a 1’aide d’un microtome
(LEICA). Les coupes sont ensuite étalées sur des lames de verre préchauffées au bain-marie a
45°C, puis séchées une nuit a 40-45°C ou 1h a 60°C.

Les coupes sont déparaffinées (physique a 1’étuve 80°C pendant 5 min et chimique dans 2
bains de toluene pendant 3 min), puis réhydratées dans des bains d’éthanol de degré décroissant
(100°,95°,80°,70°) puis dans I’eau distillée (Tableau V). Ces étapes sont indispensables

puisque les colorants sont en solution aqueuse.

Les coupes histologiques sont colorées a 1’hématoxyline-éosine (H-E), une coloration
topographique de routine qui permet au pathologiste d’avoir une vue globale de la morphologie
des cellules afin de déterminer leur répartition, architecture et structure. C’est une coloration
bichromatique composée d’un colorant nucléaire basique, I’hématoxyline, et d’un colorant
cytoplasmique acide, 1’éosine. L hématoxyline colore les noyaux en bleu violet tandis que

’€osine colore les cytoplasmes en rose.

Les coupes sont d’abord colorées par 1’hématoxyline pendant 10 minutes puis a 1’€osine
pendant 1 min. Elles sont rincées apres chaque coloration pour éliminer I’exces des colorants.

(Figure 33.34, Annexe 11).

Ensuite, les coupes sont déshydratés grace a 3 bains d’alcool 100° suivis de 3 bains de
toluéne pendant 45 sec chacun. Les lames sont montées par des lamelles de verre par-dessus

(gréace a des résines synthétiques Eukit) afin de préserver les coupes colorées. Les lames ainsi
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montées peuvent étre conservées et archivées pendant plusieurs dizaines voire plusieurs

centaines d’années.
D. Observation microscopique

Le diagnostic des TNEP est basé sur la lecture et I’interprétation des lames histologiques par
I’expert pathologiste. Une bonne maitrise des notions de base d’anatomie, d’histologie et de
physiologie est nécessaire afin de discerner les lésions tumorales des lésions non tumorales pour

établir un diagnostic définitif et déterminer le type de cancer. (Figure 41, Annexe I1).

Bien que I’affirmation du diagnostic de TNEP nécessite dans la majorité des cas une étude

immunohistochimique, il est dans certains cas clair juste avec la coloration H-E.
11.2.1.2. Etude immunohistochimique (IHC)

L'immunohistochimie ou « IHC » est une méthode de localisation in situ de protéines dans

les cellules d'une coupe de tissu.

Elle est basée sur une réaction spécifigue immunologique de type antigéne-anticorps
permettant la détection des protéines (antigene) cellulaires au moyen d'anticorps monoclonaux
ou polyclonaux. Le complexe anticorps-antigene (anticorps primaire) peut étre visualisé par un
anticorps secondaire conjugué a une enzyme (peroxydase) qui peut catalyser une réaction de
production de couleur visualisable en lumiere blanche du microscope optique (Clifton et al.,
2015 ; Kimet al., 2016).

Plusieurs systemes de révélation/ amplification sont utilisés en IHC. Le systéme avec
polymére est celui utilisé dans notre étude. Il s’agit d’une technique en deux étapes, incubation
de D’anticorps primaire dirigé contre l’antigene d’intérét, puis incubation de I’anticorps
secondaire directement couplé au polymere de type micropolymeére sur lequel les marqueurs

sont fixés (Figure 5).
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Anticorps primaire
'— Protéined’intérét (cible)

. p— Anticorps secondaire

Enzyme HRP
-‘? Polymeére

Figure 5. Schéma récapitulatif du principe d’immunohistochimie basé sur la méthode des

polymeéres (Cordonnier, 2010).

Une analyse immunohistochimique ciblant les marqueurs spécifiques de TNEP, la
Chromogranine A, la Synaptophysine et le CD-56 (NCAM) a été réalisée. Dans ce qui suit le

protocole détaillé de cette méthode :

Tableau VI. Etapes de I’immunohistochimie (IHC) (Originale).

Déparaffinage Etuve 50°C 24h
4 bains de toluéne 5min x4
Réhydratation 1 bain d’éthanol 100° 5min
1 bain d’éthanol 95° 5min
1 bain d’éthanol 80° 5min
1 bain d’éthanol 70° 5min
1 bain d’eau distillée 5min
Démasquage antigénique Tampon pH6 a 95°C 40min
Lavage d’eau distillée 2min
Blocage des peroxydases endogénes H20> 5min
3 Lavages TBS 5min x3
Dépot d’anticorps et révélation Anticorps primaires 1h
anti-Chromogranine,  anti-
Synaptophysine, anti-CD-56
3 Lavages TBS 5min x3
Anticorps secondaire 15min
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3 Lavages TBS 5min x3
DAB+ H>0» 10min
3 Lavages TBS 5min x3
Contre coloration a I’hématoxyline | Hématoxyline 10min
Lavage d’eau distillée 10min
3 bains éthanol 70°, 80°, 95° 5min
3 bains d’éthanol 100° 5min
3 bains de Toluene 45sec x3

A. Coupes histologiques

A I’aide d’un microtome, des coupes histologiques de 4um d’épaisseur sont obtenues a partir
des blocs de prélevements pulmonaires inclus en paraffine. Les coupes sont ensuite étalées sur
des lames silanisées dans un bain Marie qui contient de I’cau chauffée a 45°C. Le numéro du

bloc et I’anticorps utilisé sont mentionnés sur la lame a 1’aide d’un crayon.
B. Déparaffinage et réhydratation

La paraffine est éliminée par incubation des lames histologiques dans une étuve & 50°C
pendant 24h suivie par un passage dans 4 bains de toluéne pendant 5 min. Les lames sont ensuite
réhydratées dans des bains d’alcool éthylique a concentration décroissante (100°, 95°, 80°, 70°)
pendant 5min chacun. Enfin, les lames sont rincées a I’eau distillée (Tableau VI). (Figure 35,

Annexe I1).

C. Démasquage antigénique

Cette étape permet aux antigenes de retrouver leur conformation protéique initiale et les
rendre accessibles aux anticorps. Elle consiste a prétraiter les lames avec une solution tampon
a pH 6 pendant 40 min & 95°C dans le but de démasquer I’antigéne d’intérét (Chromogranine
A, Synaptophysine ou CD-56). Apres refroidissement, les lames sont lavées a 1’eau distillée.
Une chambre humide doit étre préparée afin de déposer les lames dessus aprés avoir encercler

les coupes histologiques a 1’aide d’un Dakopen®. (Figure 36, Annexe I1).

D. Blocage des peroxydases endogenes

L’activité des peroxydases endogénes, qui pourrait interférer avec celles des peroxydases

exogenes apportées lors de la réaction, est bloquée en déposant a 1’obscurité du peroxyde
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d’hydrogéne I’H20: sur les lames pendant 5 min. Jouant le réle de substrat de I’enzyme, 1’H20>
va étre consommé par les enzymes endogenes qui seront alors inactives. Cette étape est suivie
par trois lavages successifs avec du tampon TBS (Tris-Buffered Saline) pendant 5 min. (Figure
37, Annexe I1).

E. Dépot d’anticorps et révélation

Les anticorps primaires utilisés sont des anticorps monoclonaux Dako® d’origine souris,
spécifiques aux proteines suivantes : la Chromogranine A, la Synaptophysine et le CD-56. La
Chromogranine A et la Synaptophysine sont diluées au 1/200™ et le CD-56 est dilué au
1/50%™¢ jls sont ensuite déposés sur les lames. Les lames sont incubées 1 heure & température
ambiante et a I’obscurité, puis rincées trois fois avec du tampon TBS pendant 5 min. (Figure
38, Annexe I1I).

L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps polymére d’origine souris. Il est couplé a
I’enzyme HRP. Il est déposeé directement sur la lame et incuber pendant 15min puis laver 3 fois

avec du tampon TBS pendant 5 min. (Figure 39, Annexe I1).

La révélation a été réalisée a 1’aide du chromogene DAB (3,3’-diaminobenzidine) en
présence du substrat de I’enzyme HRP, le H202, a I’obscurité pendant 10 min. Le DAB forme
un depdt marron (positif) lorsqu'il réagit avec la peroxydase. Des lavages (3x) sont effectués
avec du TBS. (Figure 39, Annexe I1).

F. Contre coloration

La contre coloration des coupes histologiques a été réalisée par I’hématoxyline pendant 10
min. Elle permet de colorer les noyaux, les cytoplasmes et les membranes qui n’ont pas été
révélés par les anticorps. Elle est suivie par un ringage a 1’eau pendant 10 min, une
déshydratation dans des bains de degrés croissants d’alcool éthylique (70°, 80°, 95°, 100°)
pendant 5min, et un éclaircissement dans du toluéne. Les lames sont ensuite montées a 1’aide
de I'Eukitt pour préeserver les colorations (Tableau V). (Figure 40, Annexe I11).

Les lames ont été observées au microscope photonique et interprétées par le médecin
anatomopathologiste pour définir la différenciation tumorale, caractériser la tumeur, le stade et

le type histologique de cancer.
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Le présent travail est une etude rétrospective menée au service d’anatomopathologie du
CHU Issad Hassani a Beni Messous d’Alger sur une période de 3 ans, allant du mois de Janvier
2017 au mois de décembre 2019 incluant tous les patients présentant une TNE pulmonaire. Les

résultats vont étre interprétés et discutés simultanément et présentés en deux volets :

- Dans le premier volet nous allons présenter les caractéristiques épidémiologiques des
patients apres une analyse des dossiers archivés au niveau du service
d’anatomopathologie, dont 67 dossiers de patients ont été inclus.

- Dans le deuxiéme volet nous présenteront les résultats anatomopathologiques et
immunohistochimiques des patients atteints de TNE pulmonaire ciblant la

chromogranine A, la synaptophysine et le CD-56.

Nous allons aussi enrichir notre étude par une analyse d’articles de recherche portant sur

I’anatomopathologie du TNE pulmonaire.

I11. Résultats et discussion
I11.1. Résultats cliniques

Les données épidémiologiques (age, sexe) ont été colligées aprés une analyse rigoureuse de
dossiers des patients atteints de TNE pulmonaire des 3 années 2017, 2018 et 2019.

111.1.1. Fréquence de TNEP sur 3 années

Tableau VII. Répartition des patients atteints d’un TNE pulmonaire entre 2017 et 20109.

| % (Cas) 28.35 % (19) 31.34% (21) 40.29% (27) |

N
4]
1

Iy
o
L

Nombre de patients (%)
(%] (%]
° ¢

N
4]

2017 2018 2019
Année

Figure 6. Répartition du nombre de nouveaux cas entre 2017 et 2019.
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Durant la période concernée par notre étude, du mois de Janvier 2017 jusqu’au mois de
décembre 2019, 67 patients porteurs de TNE pulmonaire étaient pris en charge par le service
d’anatomopathologie. Avec une moyenne de 22,33 patients/année, le maximum de cas était
enregistré en 2019, et le minimum en 2017 avec respectivement 27 et 19 patients (Tableau VI,

Figure 6).

L’augmentation de l'incidence de la TNE pulmonaire pourrait étre due a une utilisation
accrue des procédures d'imagerie/endoscopie et a 1’utilisation de méthodes de diagnostic plus
specifiques, a une sensibilisation accrue des TNE chez les cliniciens et les pathologistes, et/ou

a une augmentation réelle de la fréquence des maladies (Cai et al., 2016 ; Kinslow et al., 2019).
I11.1.2. Répartition selon le sexe

Une prédominance masculine a été notée chez les patients atteints de TNEP et ce durant les
3 années de 1’étude rétrospective. Parmi les 67 patients, 54 cas étaient de sexe masculin et 13
cas de sexe féminin, avec des pourcentages respectifs de 81% et de 19% (Tableau VIII,

Figure7). Le sexe ratio H/F est donc de 4,15.

®Homme

mFemme

2017/2018/2019

Figure 7. Répartition des patients atteints d’une TNE pulmonaire selon le genre.

Tableau VI11. Répartition des patients atteints d’'une TNE pulmonaire selon le genre.

2017 79 % (15) 21% (4) 19
2018 76 % (16) 24% (5) 21
2019 85% (23) 15% (4) 27
2017/2018/2019 81% (54) 19% (13) 67
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M Homme ® Femme
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Figure 8. Répartition des patients atteints d’'une TNE pulmonaire selon le genre en

fonction des années.

La prédominance masculine a été observée durant les 3 années. Ainsi, en 2017, sur 19
patients atteints de TNE pulmonaires, 15 étaient des hommes (79%), contre 4 femmes (21%),
soit un sexe ratio H/F de 3,75. En 2018, 21 cas de TNE pulmonaire ont été diagnostiqués dont
16 cas étaient des hommes (76%) et 5 cas étaient des femmes (24%) soit un sexe ratio H/F de
4, 2. En 2019, les cas de TNE pulmonaire ont connu une hausse ou nous avons enregistré 27
cas dont 23 cas étaient des hommes (85 %) et 4 cas étaient des femmes (15%) soit un sexe ratio
H/F de 5,75 (Tableau VIII, Figure 8).

Nos résultats concordent avec plusieurs travaux de recherche parmi ceux de Saber et al.
(2018) qui ont également noté une prédominance masculine (88,6%) avec un sexe ratio H/F de
7,75 (Saber et al., 2018).

Les mémes résultats ont été trouves lors d’une étude réalisée sur 2 ans (entre 2015 et 2016)
au niveau du service d’ Anatomie et Cytologie Pathologiques de CHU Tizi Ouzou ; cette étude
a revelé une prédominance masculine avec sexe ratio H/F de 7 dont 21 cas étaient des hommes

et 3 cas étaient des femmes (Amirouche et Benserai., 2017).

La prédominance masculine pourrait étre expliquée par les habitudes tabagiques, 1’age
précoce de début du tabagisme, la consommation excessive du tabac, et les professions a risque
des hommes (Eldridje, 2011 ; Tahiri-Elousrouti., 2017).

Cependant, par manque de donnees dans les dossiers et nous n’avons pas pu vérifier

I’implication du tabagisme et des professions dans la survenue du TNE pulmonaire. Ainsi,

30



Chapitre 111

Résultats et discussion

I’étude Egyptienne de Saber et al. montre que plus de trois quart des patients (83%)
présentaient des antécédents de tabagisme (Saber et al., 2018).

111.1.3. Répartition selon I’dge

L’age des patients variait entre 18 et 88 ans et la moyenne d’age était de 59 ans. Plus que la
moitié de I’effectif des patients, soit 56 % (36 cas) étaient inclus dans la tranche d’age comprise
entre 51 et 70 ans, suivie par la tranche d’age comprise entre 71 et 90 ans et qui représentait
22% (14 cas) des patients. Les patients dont 1’age compris entre 31 et 50 ans représentaient 14%
(9 cas) alors que seul 8% (5 cas) des patients avaient moins de 30ans (Tableau IX, Figure 9).

Nous n’avions pas d’information sur I’age de 4,47% (3 cas) des patients de notre étude.

Tableau IX : Répartition des patients atteints de TNE pulmonaire selon I'age.

2017 0% 17%( 3) 67%(12) 17%(3)
2018 10% (2) 10%( 2) 559%(11) 25%(5)
2019 12%(3) 15%(4) | 50% (13) 23% (6)
2017/2018/2019 8%(5) 14% (9) 56% (36) 22%(14)
70% W2017 ®W2018 ®™2019 W2017/2018/2019
60%
. 0%
S 4%
E 30%
.E 20%
g 10% ‘.
0%
[18-30]
[31-50]
. [51-70]
Tranches d’age [71-90]

Figure 9. Répartition des patients atteints de TNE pulmonaire dans quatre tranches d'age.

L’age moyen de survenue du TNE pulmonaire a été estimé a 62 ans en 2017, a 59 ans en
2018 et a 56 ans en 2019. Nos résultats suggerent une prédominance de TNE pulmonaire chez
les personnes ageées ayant un age supérieur a 51 ans. Ces résultats sont similaires a ceux

rapportés dans plusieurs études dont 2 études égyptiennes et autre italienne qui ont mentionné
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un &ge moyen respectif de 52 ans, 61,6 ans et 62,3 ans (Mokhtar et al.,2016 ; Simbolo et
al.,2017 ; Saber et al.,2018).

La prédominance de TNEP a été également mentionnée dans I’étude des états unis qui a
enregistré un &ge moyen de 66 ans tandis que 1’étude américaine et suisse ont enregistré un
maximum de cas dans les tranches d’ages comprises entre 55 et 64 ans et entre 40 et 70 ans,
respectivement (Cai et al., 2016 ; Kliendiensta et al.,2016 ; Ling et al.,2019).

L’age de survenue du TNEP est variable d’une série a une autre selon le pays, le niveau des
soins dans chaque région, et les habitudes tabagiques des populations (Tahiri-Elousrouti,
2017).

111.2. Résultats anatomopathologiques
111.2.1. Répartition de TNE pulmonaire selon le type histologique

Nous avons réparti les cas de TNE pulmonaire, objet de notre étude, selon les types
histologiques, comme indiqué par 1’organisation mondiale de la santé (Travis et al., 2015).
Cette répartition nous a permis de constater une prédominance des carcinomes bronchiques a
petites cellules (CBPC) qui représentaient 63% (36 cas) des cas suivie des carcinomes
neuroendocrines a grandes cellules (GNEGC) qui représentaient 23% (13 cas). Les carcinoides
pulmonaires atypiques (CA) et typiques (CT) représentaient, respectivement, seulement 9% (5

cas) et 5% (3 cas) des cas de TNE pulmonaires (Tableau X, Figure 10).

Cette répartition des types histologiques s’applique aux 3 années de 1’étude avec toujours
une prédominance des CBPC suivie de GNEGC, et de CA et CT (Tableau X, Figure 10).

10 cas soit 14.92% parmi les 67cas de TNE pulmonaires n’ont pas été classés

histologiquement.

Tableau X. Répartition des patients atteints de TNE pulmonaire selon le type histologique.

2017 5% (1 cas) 5% (1 cas) 26% (5 cas) 63% (12 cas)
2018 0% (0 cas) 19% (3 cas) 25% (4 cas) 56% (9 cas)
2019 9% (2 cas) 5% (1 cas) 18% (4 cas) 68% (15 cas)
2017/2018/2019 5% (3 cas) 9% (5 cas) 23% (13 cas) 63% (36 cas)

CT : carcinoide typique ; CA : carcinoide atypique ; CNEGC : carcinome neuroendocrine a
grandes cellules ; CBPC : carcinome bronchique a petites cellules.
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Figure 10. Répartition des patients atteints de TNE pulmonaire selon le type histologique. CT

: carcinoide typique ; CA : carcinoide atypique ; CNEGC : carcinome neuroendocrine a grandes
cellules ; CBPC : carcinome bronchique a petites cellules.

En 2017, les carcinomes bronchiques a petites cellules (CBPC) représentaient 63% (12 cas),
les carcinomes neuroendocrines a grandes cellules (GNEGC) représentaient 26% (5 cas), et les

carcinoides pulmonaires atypiques (CA) et typiques (CT) représentaient 5% (1cas) des cas de
TNE pulmonaires (Tableau X, Figure 10).

En 2018, les carcinomes bronchiques a petites cellules (CBPC) représentaient 56% (9 cas),
les carcinomes neuroendocrines a grandes cellules (GNEGC) représentaient 25% (4 cas), les
carcinoides pulmonaires atypiques (CA) représentaient 19% (3 cas) des cas de TNE

pulmonaires alors qu’aucun cas de carcinoides pulmonaires typiques (CT) n’a été enregistré
(Tableau X, Figure 10).

En 2019, les carcinomes bronchiques a petites cellules (CBPC) représentaient 68% (15 cas),
les carcinomes neuroendocrines a grandes cellules (GNEGC) représentaient 18% (4 cas), les
carcinoides pulmonaires atypiques (CA) et typiques (CT) représentaient respectivement 5% (1
cas) et 9% (2 cas) des cas de TNE pulmonaires (Tableau X, Figure 10).

Nos resultats sont en accord avec plusieurs études qui ont démontré une prédominance des
CBPC. Saber et al. (2018) ont constaté les CBPC (68,6%) étaient le type histologique
majoritairement présent, suivi des CNEGC (20%) et des CT (11,4%) (Saber et al., 2018). De
méme, (Mokhtar et al. 2016) ont montré, dans une étude menée sur une periode de 10 ans
(2000-2009), une prédominance des CBPC (92,8%) Mokhtar et al., 2016). Une autre étude
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libanaise, réalisée entre 2001 et 2012 sur 194 patients atteints de TNE pulmonaire, a révélé que
les CBPC (66,5%) étaient le type histologique le plus fréquent, suivi des CT (12,4%), des
CNEGC (9,8%) et des CA (3,6%) (Kesrouani et al., 2016).

De méme une étude européenne de Slavova et al. (2011) sur un échantillon chirurgicalement
réséqué de 49 patients avec TNE pulmonaire a été constaté : carcinoide typique (CT) 20
(40,8%), carcinoide atypique (CA) 7 (14,3%), le carcinome pulmonaire a petites cellules
(CBPC) 20 (40,8%) et le carcinome neuroendocrinien a grandes cellules (CNEGC) 2 (4,1%)
(Slavova et al.,2011). Sur les 20 cas inclus d’une étude chinoise, 9 étaient des tumeurs

carcinoides typiques et 11 étaient des tumeurs carcinoides atypiques (Xiongfei et al., 2020).

La fréquence élevée du carcinome a petites cellules pourrait étre liée au facteur de risque
principal qui est le tabac. Il a été démontré que le CBPC survient essentiellement chez les
fumeurs (Pellat et al., 2016).

111.2.2. Résultats de la coloration Hématoxyline-Eosine

Notre étude a été enrichie avec une analyse d’article portant sur une étude histologique par

coloration a I’Hématoxyline-Eosine (H-E).

Les caracteristiques morphologiques du TNE pulmonaire comprennent les rosettes, la
nidification, la formation de pseudorosettes, les trabécules et la palissade (Thunnissen et al.,
2017).

Dans ce qui suit nous allons représenter les résultats de I’identification morphologique par

coloration H-E des différents types histologiques du TNE pulmonaire.

v’ Carcinoide typique
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Figure 11. Coupes histopathologiques de carcinoide typique (Coloration a 1’hématoxyline-
éosine). A et B (Gx 100), C (G x400) (Chong et al., 2006 ; Leslie et Litzky., 2010).

L’histologie du carcinoide typique montre de petits nids de cellules uniformes (Figure 11
A) (Chong et al., 2006) avec des noyaux plus ovoides en apparence (Figure 11 B) (Leslie et
Litzky., 2010). La chromatine nucléaire est finement granulaire mais pas de nucléation
proéminente. Les cellules tumorales sont disposées selon un schéma caractéristique de nids et
de trabécules (Figure 11 C) (Leslie et Litzky., 2010).

v/ Carcinoide atypique
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Figure 12. Coupes histopathologiques de carcinoide atypique (Coloration a 1’hématoxyline-
éosine). A et C (Gx 400), B (Gx 200) (Chong et al., 2006 ; Franks et Galvin., 2008 ; Bargotya
et al., 2019).

L’histologie du carcinoide atypique montre des cellules tumorales présentant un
pléomorphisme léger a modéré, avec une forme polygonale ayant des noyaux ronds a ovales,
et une chromatine finement granulaire, des nucléoles discrets et une quantité modérée de

cytoplasme éosinophile (Figure 12A) (Bargotya et al., 2019).

On observe également une nécrose, décrite comme ponctuée, au centre des nids tumoraux
(Figure 12B) (Franks et Galvin., 2008). Un pléomorphisme nucléaire et une mitose (fleche)

sont aussi observés (Figure 12C) (Chong et al., 2006).
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v Carcinome neuroendocrine a grandes cellules

Figure 13. Coupes histopathologiques de carcinome neuroendocrine a grandes cellules. A
(Gx 200) et B (Gx 400). Coloration a I’hématoxyline-eosine (Franks et Galvin., 2008).

L’histologie du carcinome neuroendocrine a grandes cellules montre une morphologie
neuroendocrine mise en évidence par la formation de rosettes et la palissade périphérique des
nids tumoraux (Figure 13A). Une grande taille de cellule, un faible rapport nucléaire-
cytoplasmique et des nucléoles proéminents sont les caractéristiques essentielles qui distinguent

le carcinome neuroendocrinien & grandes cellules (Figure 13B) (Franks et Galvin., 2008).

v/ Carcinome neuroendocrine a petites cellules

Figure 14. Coupes histopathologiques de carcinome neuroendocrines a petites cellules. A (Gx
100), B et C (Gx 400). Coloration a ’hématoxyline-éosine (Chong et al., 2006 ; Franks et
Galvin., 2008).

L’histologie du carcinome neuroendocrines a petites cellules montre une morphologie

neuroendocrine vague avec seulement une palissade périphérique des nids tumoraux (tétes de
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fleches). La formation de rosettes n'est pas évidente. De grandes zones de nécrose,

caractéristiques du carcinome a petites cellules (Figure 14A) (Franks et Galvin., 2008).

Les cellules tumorales présentent une chromatine nucléaire fine et des nucléoles discrets

caractéristiques du carcinome a petites cellules (Figure 14B) (Franks et Galvin., 2008).

Une cellularité élevée avec des petites cellules ayant un cytoplasme maigre et une
chromatine grossiere. On note également des mitoses fréquentes (Figure 14C) (Chong et al.,
2006).

La nécrose observée dans les carcinoides atypiques est généralement en forme de point
(ponctué) alors que celle observée dans les CBPC et CNEGC est encre plus (Thunnissen et al.,
2017).

111.2.3. Profil immunohistochimique des patients

L'immunohistochimie (IHC) est une technique d'appoint indispensable en anatomie
pathologique. Elle ne peut étre interprétée qu'en fonction des orientations diagnostiques
cliniques et morphologiques. Elle peut apporter des éléments pronostiques (marqueur de
prolifération, marqueur de différenciation) ou prédictifs de réponse a la thérapeutique

(chimiothérapie ou thérapeutiques ciblées) (Scoazec et al., 2014).

Le diagnostic de TNEP requiert la positivité d’au moins un des marqueurs neuroendocrines
validés en pratique courante dont la synaptophysine, la chromogranine A et le CD56/NCAM
(Sung et al., 2020).

L’étude immunohistochimique a été réalisée, en utilisant les trois marqueurs

neuroendocrines (CgA/Syn/CD-56) ensemble ou séparément.

Notre étude immunohistochimique a été faite sur 53 cas soit 79.10% de nos patients.
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Tableau XI. Profil immunohistochimique des patients atteints de TNE pulmonaire.

CgA*/Syn*/CD56* 33%(1cas) 20%(1cas) 0%(Ocas) 15%(5cas)
CgA*/Syn* 33%(1cas) 0%(Ocas) 9%(1cas) 38%(13cas)
CgA*/CD56* 0%(Ocas) 0%(Ocas) 0%(Ocas) 6%(2cas)
Syn*/CD56* 33%(1cas) 60%(3cas) 9%(1cas) 24%(8cas)
CgA”* 0%(Ocas) 0%(Ocas) 18%(2cas) 3%(1cas)
Syn* 0%(Ocas) 20%(1cas) 45%(5cas) 3%(1cas)
CD56* 0%(0Ocas) 0%(0Ocas) 18%(2cas) 12%(4cas)

CT : carcinoide typique ; CA : carcinoide atypique ; CNEGC : carcinome neuroendocrine a
grandes cellules ; CBPC : carcinome bronchique a petites cellules ; CgA : chromogranine A ;
Syn : synaptophysine.
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Figure 15. Répartition des patients atteints de TNE pulmonaire selon Profil
immunohistochimique. CT : carcinoide typique ; CA : carcinoide atypique ; CNEGC :
carcinome neuroendocrine a grandes cellules ; CBPC : carcinome bronchique a petites cellules ;

CgA : Chromogranine A ; Syn : Synaptophysine.

Nos résultats montrent que 33% des patients atteints de CT présentaient 3 profils

immunohistochimiques différents : triple positif CgA+/Syn+/CD56+ ou double positif.
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CgA+/Syn+ ou Syn+/CD56+, avec un aspect histopathologique d’une tumeur carcinoide
typique. Le profil double positif CJA+/Syn+ était absent chez les patients atteint d’un CA qui
présentaient également 3 profils immunohistochimiques différents dont le profil double positif
Syn+/CD56+ (60%) était le plus fréquent suivie de triple positif CgA+/Syn+/CD56+ (20%), et
simple positif Syn+ (20%), avec un aspect histopathologique d’une tumeur carcinoide atypique
(Tableau XI, Figure 15).

Les patients ayant un CBPC quant a eux, présentaient sept différents profils
immunohistochimiques dont le plus fréquent étaient le double positif CgA+/Syn+ (38%) suivie
de Syn+/CD56+ (24%), puis vient le triple positif CgA+/Syn+/CD56+ (15%) et le simple positif
CD56+ (12%), le double positif CgA+/CD56+ (6%) et en dernier le simple positif CgA+(3%)
et Syn+ (3%). Le profil triple positif CgA+/Syn+/CD56+ et double positif CgA+/CD56+ étaient
absents chez les patients avec un aspect histopathologique d’'un CNEGC alors que le profil
simple positif Syn+ (45%) était le plus fréquent, suivie du profil simple positif CgA+ (18%) et
CD56+ (18%) et du profil double positif CgA+/Syn+ (9%) et Syn+/CD56+ (9%) (Tableau XI,
Figure 15).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Kasprzak et al. (2007) qui ont observé que le
profil Syn+ était le plus fréquent chez les patients atteints de carcinomes pulmonaires a grandes
cellules avec différenciation neuroendocrine (CNEGC) (Kasprzak et al., 2007). Deux études
américaines de Rekhtman. (2010) et Nitadori et al. (2006), montrent que la réactivité pour la
synaptophysine et la chromogranine A est généralement faible en CBPC, ce qui est distinct de
la réactivité robuste typique des tumeurs carcinoides. Alors que le CD56 est considéré comme
le marqueur NE le moins spécifique sur d'autres sites, c'est le marqueur NE le plus sensible
pour le CBPC : environ 25% des CBPC sont négatifs a la fois pour la synaptophysine et la
chromogranine A, mais la plupart de ces tumeurs sont positives pour CD56. Pourtant, 10% des
CBPC sont négatifs pour les 3 marqueurs NE couramment utilisés (Rekhtman, 2010). De
méme une réaction positive au CD56 a été observée dans 38 (97%) des 39 cas de CNEGC et
14 (100%) des 14 cas de CBPC (Nitadori et al., 2006).

Le CD56 est considéré comme le marqueur neuroendocrine le plus sensible pour le CBPC
et le CNEGC, bien qu’ils existent des cas de CD56 négatif (Travis et al., 2012 ; Pellat et al.,
2016 ; Al-Risi et al., 2017). Yeh et Chou (2014) ont suggéré que le CD56 est un marqueur
particulierement utile pour les tumeurs neuroendocrines de haut grade, avec une sensibilité de
97% et 100% pour CBPC et CNEGC, respectivement (Yeh et Chou., 2014). Le profil
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Syn+/CgA+ est généralement faible dans le CBPC alors que prés de 70% de cas de CNEGC
présentent ce profil (Saber et al., 2018).

Le CD56 est également le plus sensible des marqueurs neuroendocrine pour le CT mais pas
le plus spécifique, et les résultats doivent étre interprétés en association avec les caractéristiques
cytomorphologiques. La chromogranine A et la synaptophysine sont donc les marqueurs les

plus spécifiques pour le CT (Sung et al., 2020).

111.2.4. Résultats d’immunomarquage immunohistochimique des TNE pulmonaires

v" Immuno-marquage anti-Chromogranine A et anti-Synaptophysine de carcinoide

typique

Figure 16. Immuno-marquage a I’aide de 1’anticorps anti-CgA (A), anti-Syn (B) de carcinoide
typique. A (Gx20), B (Gx 200). IHC (Zheng et al., 2013 ; Piro et al., 2019).

L’immuno-marquage anti-CgA caractéristique de carcinoide typique révele une positivité

diffuse dans toutes les cellules tumorales (Figure 16A) (Piro et al., 2019).

L’immuno-marquage anti-synaptophysine caractéristique de carcinoide typique montre

également un marquage marron diffus et fort (Figure 16B) (Zheng et al., 2013).

v" Immuno-marquage anti-Chromogranine A, anti-Synaptophysine et anti-CD56 de

carcinoide atypique
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Figure 17. Immuno-marquage a I’aide de 1’anticorps anti-CgA (A), anti-Syn (B) et anti-CD-56
(C) de carcinoide atypique. A, B et C (Gx40). IHC ((Thunnissen et al., 2017).

L’immuno-marquage anti-CgA caractéristique de carcinoide atypique révele une coloration

marron cytoplasmique abondante (Figure 17A).

L’immuno-marquage anti-Synaptophysine caractéristique de carcinoide atypique montre

une coloration cytoplasmique diffuse (Figure 17B).

L’immuno-marquage anti- CD56 caractéristique de carcinoide atypique montre une

coloration membraneuse distincte (Figure 17C) (Thunnissen et al., 2017).

v' Immuno-marquage anti Chromogranine A, anti- Synaptophysine et anti-CD56 de

carcinome neuroendocrine a grandes cellules
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Figure 18. Immuno-marquage a I’aide de I’anticorps anti-CD-56 (A), anti-Syn (B) et anti- CgA
(C) de carcinome a grandes cellules. A et B (Gx200), C (Gx 40). IHC (lyoda et al., 2002 ;
Wang et al.,2019).
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L’immunomarquage caractéristique du carcinome neuroendocrine a grandes cellules montre
une coloration positive avec les marqueurs neuroendocrines CD56 (Figure 18A), et une
coloration cytoplasmique diffuse pour la synaptophysine (Figure 18B) (Wang et al., 2019). En
outre, la coloration des cellules tumorales a I’anti-chromogranine A était positive mais faible
(Figure 18C) (lyoda et al., 2002).

v" Immuno-marquage anti-Chromogranine A, anti- Synaptophysine et anti-CD56 de

carcinome neuroendocrine a petites cellules

Figure 19. Immuno-marquage a 1’aide de I’anticorps anti-CD-56 (A), anti- CgA (B) et anti-
Syn (C) de carcinome a petites cellules. A, B et C (Gx40). IHC (Thunnissen et al., 2017).

L’immunomarquage anti-CD56 montre une coloration positive avec un motif membraneux
abondant (Figure 19 A).

L’immunomarquage anti-Chromogranine montre une coloration positive cytoplasmique en
forme de point (Figure 19B) alors que I’'immunomarquage anti-synaptophysine montre une

coloration cytoplasmique diffuse (Figure 19C).

La coloration a la chromogranine A / synaptophysine est positive de maniére diffuse dans
les tumeurs carcinoides, mais la chromogranine A n'est généralement présente que de maniere
focale dans le CBPC /CNEGC. Une forte coloration membraneuse de CD56 est présente dans
le CBPC (Thunnissen et al., 2017).
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1. Discussion

Durant notre étude nous avons constaté que la fréquence des TNE pulmonaires a reconnue
une nette augmentation durant les 3 années de I’étude. Les TNEP étaient prédominant chez les
hommes ayant une tranche d’age comprise entre 51 et 70 (&ge moyen 59 ans). De méme, parmi
les 4 types histologiques du TNEP, le CBPC constitue le type le plus fréquent chez les patients.
Ces résultats pourraient étre expliqués par 1’augmentation des facteurs polluants et carcinogenes
en plus de la consommation du tabac, un facteur de risque principal des cancers broncho-

pulmonaires.

Le tabagisme constitue un facteur de risque majeur de développement de CNEGC et de
CBPC, il ne semble pas avoir d’influence sur la survenue des tumeurs carcinoides (Kliendienst
et al., 2016).

Le role carcinogéne du tabac est universellement reconnu et prouvé depuis les travaux de
Doll et Peto (1978) (Doll et Peto., 1978). Il existe un parallélisme strict entre I’importance du
tabagisme et le risque de survenue du CBP. La carcinogénese liée au tabac est influencée par
deux facteurs importants qui sont 1’age précoce et la durée de la consommation de tabac. [l n’y
a pas de seuil au-dessous duquel fumer n’expose pas a un risque accru du CBP, cependant aprés
I’arrét du tabac, le risque diminue mais ne revient jamais au niveau de celui du non-fumeur

(CEP., 2017).

Les carcinogenes les plus puissants qui induisent le développement du CBPC sont les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (benzopyren) et les nitrosamines spécifiques au tabac
(Ebru., 2017).

Une étude japonaise sur 27 patients atteints de carcinome neuroendocrines a montré que 21
patients avaient des antécédents tabagiques, et la médiane des paquets-années était de 46
(Mochizuki et al., 2018). Egalement, une étude chinoise a montré que sur 22 cas atteints de
CNEGC, 21 étaient des fumeurs avec un indice de tabagisme supérieur a 400, jusqu'a 3 000
(Qian et al., 2016).

Notre étude suggere une augmentation constante des carcinoides typiques et atypiques
(10.52 % en 2017 a 28.57% en 2018 et 29.62% en 2019). Hendifar et al. Ont indiqués que la
prévalence des TNE pulmonaires bien différenciée a augmenté d'environ 6% par an au cours

des 30 derniéres années chez les hommes et les femmes (Hendifar et al., 2017).
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Toutefois, nous avons noté une diminution des CNEGC (26% en 2017 & 18% en 2019)
pendant que les CBPC restent inchangé (63% en 2017 a 68% en 2019). Ces résultats ne
concordent pas avec I’étude de Kinslow et al. Qui ont observés une augmentation linéaire
persistante de I'incidence des CNEGC au cours de la période étudiée, avec une augmentation
de 50% de I'incidence des CNEGC de la premiere a I’année derniére (Kinslow et al., 2019).

De méme, I’incidence relative du CBPC a diminué au cours des quatre derniéres décennies
aux Etats-Unis (Wang et al., 2017 ; Basumallik et Agarwal., 2019) ainsi que chez la
population européenne (Riaz et al., 2012). Cette diminution est due a une sensibilisation accrue
de ces populations aux méfaits du tabagisme, une diminution de la prévalence du tabagisme,
des changements dans le type de cigarettes fumées et une réduction des risques professionnels
(Riaz et al., 2012 ; Wang et al.,2017 ; Basumallik et Agarwal., 2019).

Nous avons également noté dans notre étude que la majorité des patients ayant des
carcinomes de haut grade, étaient de sexe masculin (92.15% hommes versus 7.84% femmes)
alors que les carcinoides étaient Iégerement prédominant chez les femmes (56.25% femmes

versus 43.75% hommes).

Plusieurs études ont indiqué que les carcinoides sont associés au sexe féminin contrairement
aux CNEGC et de CBPC qui sont souvent associés au sexe masculin (Tsai et al., 2013 ; Caplin
et al.,2015 ; Fasano et al.,2015 ; Steuer et al.,2015).

La classification TNM des patients atteints de TNE pulmonaire selon la taille T des tumeurs
montre que la majorité des cas correspondaient a des T1 pour le CNEGC et de T2b pour les

carcinoide pulmonaire typique ou atypique.

Des études américaines de Kinslow et al. (2020) et Dermawan et Farver. (2019) ont
constatés que chez les patients atteints de CNEGC, 0,8% des patients avaient une taille tumorale
aTo,219% aTl 27,9% a T2 188% a T3, 22,1% a T4 et 8,6% a Tx, au moment du
diagnostic (Kinslow et al., 2020). Une étude menée sur les tumeurs carcinoides pulmonaires
typique ou atypique, entre 1995 et 2016, a montré que 6 patients présentaient une taille tumorale
a Tlb, 6 patients a T1c et 6 patients a T2a, 11 patients a T2b, 5 patients a T3 et 1 patient a T4
(Dermawan et Farver., 2019).

La classification TNM des patients atteints de TNE pulmonaire selon le statut

ganglionnaire des tumeurs montre que la majorité des patients atteints de CT ne présentaient
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pas de métastases ganglionnaires lymphatiques alors que les patients atteints de CNEGC

présentaient ou pas de métastase ganglionnaire lymphatique.

Une étude chinoise sur 20 patients atteints de tumeurs carcinoides pulmonaires seule 5/11
patients présentaient des métastases lymphatiques, dont trois cas de N1 et deux cas de N2
métastase (Xiongfei et al., 2020). Une étude américaine a montré que chez les patients atteints
de CNEGC, 37,4% ne présentaient pas de métastase ganglionnaire (NO), 9,5% présentaient des
métastases ganglionnaires en N1; 35,0% en N2; 15,1% en N3 et 3,0% en Nx au moment du
diagnostic (Kinslow et al., 2020).

Cattoni et al. Ont été surpris que la présence de métastases ganglionnaires ne soit pas
identifiée comme un facteur associé a la survie, cela pourrait étre d au fait que les TNEP sont
plus susceptibles de développer des métastases distantes via le sang que des métastases

régionales aux ganglions lymphatiques (Cattoni et al., 2018).

Selon Steuer et al. Le taux de métastases a distance pour le CA est de 20%, de 3% pour CT
et 40% pour CNEGC (Steuer et al., 2015).

Les principaux sites métastatiques pour les tumeurs carcinoides sont, le foie (75-90%), I’os
(40-50 %), mais aussi le cerveau (5-15 %) (Girard, 2018). Des métastases aux 0s, au cerveau
et au foie étaient présentes respectivement chez 17,5% ; 19,2% et 19,2% des 55.9% des patients
atteints de CNEGC. Le CBPC était significativement plus susceptibles de présenter une maladie

métastatique des os ou du foie que le CNEGC (Kinslow et al., 2020).

La classification des patients atteints de TNE pulmonaire selon le stade clinique
métastasique montre selon une étude indienne que sur 16 patients, avec des carcinoides
broncho-pulmonaires, 6 étaient en stade IA, 2 en stade 1B, 7 en stade IIB et 1 en stade I1I1A
(Jakhetiya et al., 2017). Aussi, parmi les patients atteints de CNEGC 7% étaient en stade I,
8,9% en stade 11, 17,7% en stade 11 et 54,6% en stade IV, au moment du diagnostic. 70,1% des
patients atteints de CBPC, étaient en stade IV (Kinslow et al., 2020).

45



Conclusion

Notre travail a été réalisé dans le but d’analyser I’apport de I’immunohistochimie dans le

diagnostic des TNE pulmonaires pour une meilleure stratégie thérapeutique en Algérie.

Les résultats épidémiologiques montrent une augmentation de l'incidence et la prévalence
de la TNE pulmonaire durant les 3 années d’études (2017, 2018, 2019).

Nous avons également montré une prédominance masculine avec un sexe ratio H/F de
4,15. L’age moyen de survenue de TNE pulmonaire était de 59 ans avec une majorité de

patients (78.12%) ayant plus de 50 ans.

Les résultats anatomopathologiques nous ont permis de constater une prédominance des
carcinomes bronchiques a petites cellules (CBPC) (63%), suivie des carcinomes
neuroendocrines a grandes cellules (GNEGC) (23%), de carcinoides pulmonaires atypiques
(CA) (9%) et typiques (CT) (5%).

Les TNEP de haut grade étaient fréquentes chez les hommes (92.15% vs 7.84%) alors que
les TNEP de bas et grade intermédiaire étaient plus fréquentes chez les femmes (56.25 % vs
43.75 %).

Les résultats immunohistochimiques (IHC) suggérent que la synaptophysine est le
marqueur le plus sensible pour les carcinoides pulmonaires alors que la chromogranine A et le

CD-56 sont souvent exprimer par les tumeurs de bas et haut grade.

L'immunohistochimie (IHC), en se basant sur un panel d’anticorps spécifique et minimal,
constitue sans aucun doute la technique de choix en termes de précision du diagnostic et de
rapport colt/bénéfice dans le sous-typage du TNE pulmonaire. Néanmoins, les résultats faux

positifs et faux négatifs pourraient conduire a un mauvais diagnostic.

Cependant, la recherche de nouveaux marqueurs moléculaires et 1’utilisation des
techniques de biologie moléculaire (la PCR et le séquencage) pourraient améliorer le

diagnostic afin de développer des thérapies ciblée et personnalisée.

En perspective, il serait intéressant de rechercher des marqueurs biologiques ou des
techniques de pointe comme le PET-Scan permettant de diagnostiqué les TNEP a un stade

précoce.
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Annexes |

Appareillages

Figure 20. Automate d’immunohistochimie (VENTANA BenchMark)

Figure 21. Bain marie (nuve)
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Figure 22. Appareil de la déshydratation (Leica). Figure 23. Microtome (Leica).

Figure 24. Appareil de I'inclusion (Leica).
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Réactifs

Figure 25. Tampon de démasquage (TRS) Figure 26. Tampon de lavage (TBS)

Figure 27. Xyléne
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Figure 28. H20- Figure 29. Amplifiant (HRP).

Figure 30. kit DAB (chromogene + tampon)




Annexes

Annexes |1

Fixation

Figure 31. Etapes de fixation des biopsies dans le formol a 10%. A, biopsie bronchique fixée
au formol apres prélévement. B, biopsies mises dans une cassette a l'aide d'un papier joseph. C,

biopsies fixées dans le formol aprés avoir été mise en cassette.

Déshydratation et inclusion

Figure 32. Etapes de déshydratation, inclusion et confections de blocs de paraffine. A, automate
LEICA de déshydratation et d’inclusion. B, biopsies déshydratées et prétent pour l'inclusion. C
et D, confection des blocs de paraffine a 1’aide de 1’automate LEICA. D, refroidissement des

blocs dans la zone froide de I’appareil LEICA.
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Coupes histologiques et coloration H-E

Figure 33. Etapes de coupes histologiques. A, biopsies bronchiques incluses au bloc de
paraffine. B, un microtome (LIEICA). C, coupes histologiques de 3 um (ruban). D, étalement
des coupes histologiques sur lames.

Figure 34. Etapes de coloration hématoxyline- éosine (H-E). A, batterie de coloration H-E. B,

lames prétent pour I'observation au microscope.
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Etude immunohistochimique (IHC)

Déparaffinage

Figure 35. Etape de déparaffinage. A : 8 bains de déparaffinage (4 bains du toluene et 4 bains

d’alcool) B : bain de I’eau distillé (ringage des tissus).

Démasquage

Figure 36. Etapes de démasquage. C : 3bain de tampon du démasquage (TRS) D : bain marie

(nuve) E : refroidissement des lames sous I'eau courant F : bain d’eau distillée.
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Blocage des peroxydases endogenes

Figure 37. Etapes de blocage de peroxyde endogene. G : délimitation des tissus par le DACO
PEN H : préparation d’un milieu humide I : I’ajout de peroxydase d'hydrogéne sur les tissus J :

3 bains du tampon de lavage (TBS) (rincage des tissus).

Anticorps primaire

Figure 38. Incubation de prélévement avec I’anti corps primaire. K : I’ajout d’anti corps

primaire sur les tissus (CgA/Syn/CD-56). L : I’incubation du complexe AG-AC dans le noir. M
: 3 bains du tampon de lavage (TBS).
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Figure 39. Révélation du complexe AC-AG par le chromogéne DAB. N : I’ajout d’anticorps

secondaire couplé a ’HRP, O : 3 bains du tampon de lavage (TBS), P : I’ajout de chromogeéne
(DAB) (résultat positive : couleur brune : CgA+;Syn+ ; CD-56+).

Contre coloration

Figure 40. Contre coloration des prélévements et I’obtention d’une lame d’immunohistochimie

R : bain de I’hématéine, S : lame d’immunohistochimie

Etude microscopique

Figure 41. Interprétation des lames a I’aide d’un microscope électronique.




