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Résumé

Le cancer gastrique reste un probléeme de santé publique. C’est la cinquiéme
tumeur maligne la plus fréquente et la troisieme principale cause de déces par cancer
dans le monde. L’avénement de la thérapie ciblée par I’Herceptine rend la recherche
de nouveaux facteurs pronostiques, tel que le récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain (HER 2), indispensable pour une meilleure prise en charge.

Notre étude vise & mettre en lumiére la réalité du cancer gastrique dans la région
centre du pays, en déterminant sa fréquence et les facteurs de risque qui lui sont
associés. D’autre part, ce travail a pour objectif principal de déterminer la prévalence
de I’expression du récepteur HER2 chez des patients présentant un adénocarcinome

gastrique.

Nous avons mené une étude rétrospective sur les patients atteints d’un cancer
gastrique, colligés au laboratoire d'anatomie pathologique du CHU Salim Zemirli a
El-harrach (Alger) sur une durée de 5 ans. Le statut HER2 a été déterminé par

immunohistochimie.

Au total, 24 patients atteints d’un cancer gastrique étaient notés. L’age moyen de nos
patients était de 64.22 ans. Une nette prédominance masculine a été observée avec 15
hommes et 09 femmes soit, un sexe ratio de 1.66. La localisation antrale était
prédominante chez 16.66 % des cas. La répartition selon le grade histologique a
montré que 1’adénocarcinome peu différencié¢ était le plus fréquent chez 7 cas
(29.16%), tandis que, le type histologique le plus représentatif était 1’adénocarcinome
a cellules indépendantes représentant 12 cas (50%). Seulement, 8.33% de nos patients

surexpriment la protéine HER2 (score 3).

Cette ¢étude montre que I’application de I’immunohistochimie aux pratiques
cliniques courantes est essentielle. Elle permet une meilleure prise en charge des
patients par une thérapie ciblée tout en évitant les effets toxiques inutiles découlant

d’un traitement inefficace.

Mots clés : cancer gastrique, HER2, prévalence, immunohistochimie, herceptine,

thérapie ciblée.



ABSTRACT

Gastric cancer remains a public health problem. It is the fifth most common
malignant tumor and the third leading cause of cancer death worldwide. The advent of
herceptin-targeted therapy makes the search for new prognostic factors such as the

HER?2 receptor essential, for better management.

Our study aims to shed light on the reality of gastric cancer in the central region of
the country, by determining its frequency and its risk factors. Furthermore, the main
objective of this work is to determine the prevalence of HER2 receptor

overexpression, in patients with gastric adenocarcinoma.

A retrospective study was conducted on patients with gastric cancer, admitted
during the past 5 years, in the anatomical pathology laboratory of Salim Zemirli
University HospitalCenterof El-harrach. HER2 status was determined by

immunohistochemistry.

Overall, 24 patients with gastric cancer were recorded. The average age of our
patients was 64.22 years. A clear male predominance was noticed (15 men vs 09
women). A M/F sex ratio of 1.66 was noted. The antral location was predominant in
16.66% of cases. The distribution according to the histological grade showed that the
poorly differentiated adenocarcinoma was the most common form detected in 7 cases
(29.16%), while the most frequent histological type was the adenocarcinoma with
independent cells representing 12 cases (50%). Only 8.33% of patients, overexpressed
HER?2 protein (score 3).

This study showed that the application of immunohistochemistry to routine clinical
practice is essential. Hence, it allows better management of patients through targeted

therapy, while avoiding unnecessary toxic effects following ineffective treatment.

Keywords: gastric cancer, HER2, prevalence, immunohistochemistry, Herceptin,

targeted therapy.
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GLOSSAIRE

Anémie pernicieuse : aussi appelée anémie de Biermer maladie spécifique a
I'espéce humaine, due a une carence en vitamine B12 (cobalamine) par malabsorption.
Cette malabsorption est la conséquence d'une gastrite chronique atrophique auto-

immune.

Chimiothérapie : est un traitement du cancer, qui repose sur I’utilisation de
médicaments. Elle vise a éliminer les cellules cancéreuses quel que soit 1’endroit ou
elles se trouvent dans le corps. Y compris celles qui n’ont pas été repérées par les
examens d'imagerie elle agit soit en les détruisant directement, soit en les empéchant
de se multiplier. La chimiothérapie agit par voie générale. On parle aussi de

traitement systémique.

Essai randomisé contrdlé : est un protocole expérimental ayant pour but d'évaluer

I'efficacité d'une thérapie, d'une action de prévention ou d'un médicament.

Etude de phase I11 : compare le nouveau médicament a des traitements existants ou a
un placebo afin de montrer la sécurit¢é d’emploi et [’efficacité du nouveau

médicament.

Linite gastrique : parfois appelée linite plastique, est une tumeur maligne de
I’estomac tres spécifique. Il s’agit d’une forme d'adénocarcinome gastrique diffus et
infiltrant a cellules indépendantes (cellules dites en bague a chaton). Cette

prolifération entraine un épaississement et une rigidité de la paroi de ’estomac.

Nitrates : sont des ions naturellement présents dans I'environnement. Ils proviennent
de I'oxydation de I'azote par des microorganismes qui se trouvent dans les plantes, les
sols ou I'eau, ils sont utilisés comme additifs alimentaires. Les nitrates ne sont pas en
eux-mémes dangereux pour la santé mais c'est leur transformation en ions nitrites, qui

présente un risque toxique potentiel.

Nitrite : est un conservateur des viandes transformées trés utilisé par I'industrie agro-
alimentaire, il est classé cancérigene probable par le CIRC (centre internationale de

recherche sue le cancer)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carence_alimentaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B12
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cobalamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome_de_malabsorption
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_auto-immune
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_auto-immune
https://www.futura-sciences.com/tech/definitions/tech-protocole-1285/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-therapie-2856/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/developpement-durable-prevention-6509/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liste_des_canc%C3%A9rog%C3%A8nes_du_groupe_2A_du_CIRC
https://fr.wikipedia.org/wiki/Centre_international_de_recherche_sur_le_cancer

Nitrosamines : sont une famille de composés chimiques azotés et oxydées. Les
nitrosamines, en particulier les dérivés N-nitrosés, constituent une famille de
composés chimiques extrémement dangereux. 90 % des nitrosamines ont manifesté
un pouvoir cancérigene sur de nombreux organes et ceci pour toutes les especes

animales testées.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Canc%C3%A9rig%C3%A8ne
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INTRODUCTION

Le cancer gastrique est le cinquieme cancer le plus fréquent dans le monde apres
les cancers des poumons, du sein, colorectal et de la prostate, avec 952 000 nouveaux
cas diagnostiqués en 2012 et 723 000 cas de déces. Il s'agit de la troisieme cause de
mortalité par cancer apres le cancer des poumons et du foie. Son incidence varie
géographiquement, avec environ la moiti¢ de tous les cas survenus en Asie de I’Est
[1,2]. La plupart des patients atteints d'un cancer gastrique précoce sont
asymptomatiques, donc, la maladie est le plus souvent diagnostiquée a des stades
avancés. Il existe peu d'options thérapeutiques pour le cancer gastrique avancé, et par

conséquent le taux de survie a 5 ans est de 20% [3].

Le récepteur de facteur de croissance épidermique humain 2 (HER2) est
actuellement le seul biomarqueur pour sélectionner les patients éligibles a la thérapie
moléculaire ciblée [1]. L’HER 2 est un proto-oncogene situé sur le chromosome
17921 qui code pour un récepteur de protéine transmembranaire. Ce récepteur
posseéde une activité tyrosine kinase et est impliqué dans la voie de transduction du

signal qui régule la croissance et la différenciation des cellules malignes [2].

Une surexpression protéique en immunohistochimie (IHC) et/ou une amplification
génique en hybridation in situ (HIS) de HER2 a été détectée dans 4 a 28 % des
cancers gastriques [4]. Un statut HER2 positif est un facteur de mauvais pronostic et
est associé a une maladie plus agressive. C'est aussi un facteur prédictif de la réponse
a I'herceptine (trastuzumab), qui est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre

I’HER2, ce qui permet de sélectionner les patients éligibles a ce traitement [5].

Plusieurs études ont été précédemment faites a travers le monde pour investiguer la
prévalence de la surexpression de ’'HER 2, chez les patients souffrant d’un cancer
gastrigue. Néanmoins, la prévalence varie en fonction de la région et de la population
d’étude.

C’est dans cette optique, que nous avons effectué une étude rétrospective, en vue de
comparer nos données aux résultats déja obtenus par d’autres investigations effectuées
dans ce sens. Ainsi, ’objectif de notre travail était 1’évaluation du statut HER2 et
I’estimation de la prévalence de la surexpression de ’'HER 2 dans 1’adénocarcinome

gastrique, dans le but de sélectionner les patients éligibles a une thérapie ciblée.
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I. GENERALITES SUR LE CANCER GASTRIQUE

I.1. DEFINITION

Les tumeurs malignes de 1’estomac sont des proliférations malignes dont le centre
est situé a plus de 2cm en dessous de la jonction cesogastrique. C’est un cancer
agressif dont le pronostic est extrémement grave. Les tumeurs malignes primitives de
I'estomac sont le plus souvent épithéliales (adénocarcinomes), représentent 90 % des
cas, mais peuvent se développer aux depens de la sous-muqueuse (Gastro intestinal

stromal tumor), des cellules endocrines ou du systéme immunitaire (lymphome) ; [6].

l.2. EPIDEMIOLOGIE

Le cancer gastrique (CG) représente un probléeme de santé publique, il est de
découverte genéralement tardive et il est lié a une fréquence élevée de métastases, ce
qui est responsable du mauvais pronostic, il demeure I'une des dix premiéres causes
mondiales de mortalité liée au cancer malgré les progres de la chirurgie et de
I’oncologie thérapeutique. Son incidence diminue dans les pays occidentaux et est

stable ou en légére augmentation dans les pays démunis [7].

A 1’échelle mondial, le cancer gastrique est le cinquiéme en incidence (9%) aprés
les cancers du poumon, du sein, de la prostate et colorectaux. Il représente 10 % des
causes de mortalité par cancer, venant en troisieme apres les cancers du poumon et
colorectaux [8,9]. Il existe de grandes différences d’incidence du cancer gastrique a
travers le monde. Son incidence est le plus élevée en Asie de Est (Japon suivi de la
Chine). L’Europe Occidentale et I’ Amérique du Nord sont des régions a risque moyen
et ’Afrique a risque faible. L’incidence de CG augmente avec 1’age avec un pic

pendant la septiéme décennie (Figurel) ; [10].

En Algérie, le cancer de I’estomac vient en cinquieéme position avec 1430 cas
chaque année, soit 5%, précédé du cancer du sein, du cancer colorectal, celui du
poumon et de la vessie (14,9%, 9,1%, 8,9% et 5,5% respectivement) [83].
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Figure 1 : Variations géographiques de 1’incidence du cancer gastrique [10].

1.3. FACTEURS DE RISQUE

Il existe différents facteurs environnementaux et génétiques, qui ont été incriminés

dans la survenue du cancer gastrique.
1.3.1 FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX
a) Infection a Helicobacter pylori

Elle est la seule bactérie reconnue et classée comme carcinogene par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Hélicobacter pylori (Hp) a été en
découvert en 1982 par Marshall et Warren dans I’antre gastrique humain.. |l existe
une relation entre le CG et H.P. L’infection par H. pylori induit toujours une
inflammation chronique de la muqueuse gastrique, qui bien que dans la plupart des
cas asymptomatique, conduit dans 5 a 10 % des cas au développement d’ulceres
gastriques ou duodénaux. Dans environ 1 % des cas, cette infection conduit également
a deux types de cancers de I’estomac, les adénocarcinomes gastriques hors cardia
(1%) et le lymphome gastrique du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT)
(0,1 %). L’éradication de cette bactérie entrainerait une régression de ce type de
lymphome dans 90 a 100 % des cas. Les adénocarcinomes gastriques liés a 1’infection
a H. pylori se développent dans le corps ou la partie distale de I’estomac, sur fond de

gastrite chronique atrophique avec métaplasie intestinal.
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Ce type d’infection est extrémement répandu a travers le monde. La transmission de
cette bactérie est interhumaine oro-orale probable, et oro- fécale possible, en cas de

mauvaises conditions d’hygiéne (figure2) ; [11,12].

Ingestion Hellcobacter pylori

Semaines Gastrite algué

Décennies Gastrite chronlgue active
80 % / \ 20%

Maladies digestives associées

« Ulcre gastroduodénal
= Dyspepsie fonctionnella

Gastrite chronique active

asymptomatique

= Cancer gastrique
« Lymphome du MALT
« Gastrites rmares

Figure 2 : L’infection a HP et affections digestives associées [13].

b) Facteurs alimentaires

L’alimentation salée, ainsi que l'exposition aux nitrosamines sont associées a un

risque accru de cancer gastrique [14].
c) Tabac et Alcool

Le tabac est classé par I'agence internationale de recherche des cancers (IARC)
comme carcinogene du groupe 1 au niveau gastrique, quand a 1’alcool, est un irritant

gastrique et facteur de risque important pour le cancer [15].

1.3.2 FACTEURS GENETIQUES

On estime que 1 a 3 % des cancers gastriques sont d’origine héréditaire. Parmi eux,
il faut distinguer les cancers gastriques survenant dans le cadre de maladies

héréditaires : syndromes familiaux dominés par le risque de cancer de type intestinal.
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Dans ces cas, le cancer de 1’estomac n’est qu’une des localisations possibles de la
maladie néoplasique. Il peut rentrer dans le cadre : du syndrome HNPCC (Hereditary
Non Polyposis Colorectal Cancer) ou le risque de développer un cancer de 1’estomac
avant 70 ans est estimé a 20 %, du syndrome de Li-Fraumeni qui est lié a des
anomalies du géne TP53, du syndrome de Peutz-Jeghers et de la polypose
adénomateuse familiale (PAF) ; [16].

+ Molécule d'adhésion cellulaire E-cadherine

Cette molécule joue un role clé dans 1’établissement et maintenance de la
structure des tissus épithéliaux. La mutation du gene qui code pour cette protéine

conduit a un risque tres élevé de développer un cancer de 1’estomac [17].

£ Antécédents familiaux

Les antécédents familiaux chez un parent du premier degré (parents, freres,

sceurs ou enfants) augmentent le propre risque de développer la maladie [18].

1.3.3 AUTRES FACTEURS DE RISQUE

+ Sexe
Le CG est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes, les cestrogénes

des hormones sexuelles femelles, pourraient avoir un effet protecteur [19].

+ Antécédents d’interventions chirurgicales gastriques
Quand une partie de I'estomac a été enlevée, par exemple en raison d'un ulcere
gastrique, il existe un risque plus éelevé de développer un cancer dans la partie
restante [16].

1.4. MANIFESTATIONS CLINIQUES

Une perte de poids, des douleurs abdominales hémorragie gastro-intestinale et/ou
anémie chronique représentent les symptomes les plus fréquents lors du diagnostic
initial. La réduction pondérale résulte plus d’une réduction des apports alimentaires
que d’une augmentation du catabolisme, et peut étre rapportée a I’anorexie, la nausée,

les douleurs abdominales, la sensation de satiété précoce, et/ou la dysphagie [20,21].
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1.5. CLASSIFICATION DU CANCER GASTRIQUE

Il existe différentes classifications histologiques des adénocarcinomes gastriques, la
classification de I'OMS est une classification morphologique sans valeur pronostique,
la classification de Lauren, plus reproductible, est corrélée a I'évolution des tumeurs

alors que ; la classification TNM semble bien corrélée au pronostic [22] :
1.5.1. Classification de Lauren
Elle divise le cancer gastrique en trois types [23] :

» Type intestinal
Il se caractérise par des cellules cancéreuses bien différenciées et donc de
développement lent. Ce type de cancer touche essentiellement les personnes
agees.
> Types diffus
Il se caractérise par des cellules cancéreuses peu différenciées et donc
particulierement agressives. Comme son nom l'indique, ce type de cancer se
propage dans I'ensemble de I'estomac et méme dans le reste de I'organisme en
formant des métastases. Ce type de cancer touche des personnes relativement

jeunes.

> Type mixte

C’est un mélange des types intestinaux et diffus.

I.5.2. Classification de ’OMS

Elle propose de classer les adénocarcinomes gastriques en bien, moyennement ou
peu différencié [24,25]. En dehors du degré de différenciation et en fonction de

données cytologiques et architecturales, quatre sous-types peuvent étre isolés :

< ADK papillaire
Il est composé de saillies épithéliales digitiformes avec axe fibreux.

% ADK tubulaire

Il composé de tubules ramifiés inclus dans un stroma fibreux.
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< ADK mucineux

Pour ce type, les cellules apparaissent en petits groupes flottant dans des lacs
de mucine.

« ADK a cellules indépendantes en « bague a chatton»

Il constitue la forme histologique habituelle de la linite plastique.
I.5.3. Classification de I’extension «TNM»

Une autre classification histologique des adénocarcinomes gastriques est la

classification TNM, qui est généralement corrélée au pronostic (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification clinique TNM (8éme édition 2017) ; [26].

Tx | Renseignements insuffisants pour classer la tumeur

TO | Pas de tumeur primitive

Tis | Carcinome in situ : tumeur intra-épithéliale sans invasion de la lamina propria
(dysplasie de haut grade)

T1 | Tumeur envahissant la lamina propria, la muscularis mucosae ou la sous-
mugqueuse

T2 | Tumeur envahissant la muscularis propria

T3 | Tumeur envahissant la sous-séreuse, le tissu conjonctif sans envahissement des
structures adjacentes ou du péritoine viscéral

T4 | Tumeur perforant la séreuse (péritoine viscéral) ou les structures adjacentes

Nx | Renseignements insuffisants pour classer les ganglions lymphatiques régionaux

NO | Pas de signe d'atteinte des ganglions lymphatiques régionaux

N1 | Envahissement de 1 a 2 ganglions lymphatiques régionaux

N2 | Envahissement de 3 a 6 ganglions lymphatiques régionaux

N3 | Envahissement de 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

MX | Renseignements insuffisants pour classer la (les) métastase(s) a distance

MO | Pas de métastase a distance

M1 | Présence de métastase(s) a distance

T : Tumeur primitive ; N : Adénopathies régionales ; M : Métastases a distance
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1.6. ETAPES DE LA CARCINOGENESE GASTRIQUE

La plupart des adénocarcinomes de I'estomac se développent sur des lésions de
gastrite chronique (potentiellement liée a une infection a HP, a une anémie de
Biermer, voire a une diete trop riche en sel) avec une évolution successive vers une
gastrite atrophique chronique avec métaplasie intestinale puis une dysplasie et enfin
I’apparition de I’adénocarcinome. Cette évolution correspond a la cascade décrite
préalablement par correa et al [27] qui ont proposé les différents événements

histologiques conduisant a la survenue du cancer de type intestinal (Figure 3).

Muqueuse normale
H. pylori ——— 3 ¢

| Gastrite chronique active 100
Atrophie 50

Métaplasie intestinale 40

Dysplasie 8

\/ Cancer gastrique 1

\

Figure 3 : Cascade des anomalies histologiques gastriques conduisant au cancer [28].

L'initiation du cancer de I'estomac se produit trés tét dans la vie comme le démontre
les études de populations migrantes. Une longue période de latence de 30 a 50 années
fait suite a la gastrite chronique[29], celle-ci s'accompagne d'une diminution de la
masse cellulaire pariétale, provoquant une réduction de la sécrétion d’acide gastrique
qui entraine une augmentation du pH intraluminal source d'une prolifération
bactérienne anaérobie qui réduisent les nitrates (NO2) en nitrites (NO) avec
formation de mutagenes N-nitrosés sous 1’influence de 1’oxyde-nitrique synthétase (i-

NOS) et d'une diminution de I'absorption de I'acide ascorbique et une augmentation de
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la gastrinémie, facteur inducteur potentiel de la prolifération cellulaire épithéliale

gastrique [30].

L’inflammation chronique déterminerait également une destruction cellulaire
¢épithéliale d’ou une augmentation de la production de radicaux libres, une réduction
de la concentration intraluminale d’acide ascorbique et une augmentation du

renouvellement cellulaire [21].

La séquence des mutations survenant dans la transition des lésions précancéreuses
jusqu’au cancer comprend les mutations sur les oncogeénes (K-ras, b-caténine), sur les
génes suppresseurs ou regulateurs (APC, TP53) et sur les génes réparateurs MMR
(hMLH1). En revanche, les cancers de types diffus ne sont pas concernés par ce
schéma. Pour ces cancers a cellules indépendantes, la mutation du géne régulateur
CDHL1 codant la transcription de la protéine E-cadhérine (16q) joue le réle majeur
entrainant la perte de la polarité de la cellule gastrique qui devient donc une cellule
isolée [31].

1.7. DIAGNOSTIC ET TRAITEMENT
1.7.1. DIAGNOSTIC

1.7.1.1. Démarche diagnostique

+ Interrogatoire

L’interrogatoire permet de préciser notamment les antécédents, personnels et

familiaux, les facteurs de risque et les comorbidités [32].

+ Examen clinique
L’examen clinique repose notamment sur la recherche : d’une ascite ; de
symptdmes évoquant une anémie ; d’une masse abdominale (hépatomégalie) ;
d’adénopathies sus-claviculaires ; d’une carcinose péritonéale (toucher rectal) ;
[21].
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+ Endoscopie haute
L’endoscopie cesogastrique avec biopsies multiples s’impose pour le diagnostic.
En cas d’incertitude aprés un premier examen ou de persistance des troubles, les

biopsies doivent étre répétées [20 ; 21].

+ Examen anatomopathologique

L’examen anatomopathologique précise le type histologique de la tumeur et le
grade selon la classification OMS. Par ailleurs, sur les piéces opératoires, il
précise les mensurations de la Iésion, le nombre de foyers retrouvés, leur taille,
leur localisation et la classification pTNM. L’examen anatomopathologique
permet également d’apprécier des eléments pronostiques et prédictifs de réponse a

certains traitements dans le cancer gastrique [21].
1.7.1.2.Bilan d’extension

< Imagerie

Le bilan d’extension comprend une TDM thoraco-abdominopelvienne a la
recherche de métastases hépatiques, pulmonaires ou ovariennes, des
adénopathies sus et sous-diaphragmatiques, d’une carcinose péritonéale ou

d’un envahissement des organes de voisinage [33].

% Autres examens

D’autres examens peuvent étre indiqués, notamment une laparoscopie

exploratrice pour les adénocarcinomes potentiellement résécables [21].
1.7.2. TRAITEMENT
Plusieurs approches thérapeutiques peuvent étre distinguées a savoir :

< Chirurgie

Elle reste la seule thérapie curative, tandis qu'une resection sous-mugqueuse
endoscopique suivie d'une surveillance étroite est I'option préférée pour le cancer a un

stade précoce [34].

10
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< Chimiothérapie

La chimiothérapie périopératoire et adjuvante, ainsi que la chimioradiothérapie,
peuvent améliorer I'issue d'un cancer gastrique résécable avec une dissection étendue
des ganglions lymphatiques. Aucune supériorité claire d'une stratégie sur une autre
n'est apparue, contribuant toutes a un gain de 15% de survie par rapport a la chirurgie
seule ; des comparaisons directes seraient donc nécessaires. Malheureusement, plus de
la moitié des patients atteints de cancer gastrique radicalement réséqué rechutent
localement ou avec des métastases a distance, ou regoivent le diagnostic de cancer
gastrique lorsque la tumeur est disséminée ; par conséquent, la survie médiane
dépasse rarement 12 mois et, dans un contexte métastatique, la survie a 5 ans est
inférieure a 10% [35].

< Thérapie ciblée

Les thérapies ciblées anticancéreuses présentent un mécanisme d’action bien
différent de la chimiothérapie, avec une action inhibitrice beaucoup plus spécifique
sur une ou plusieurs voies de signalisation ou récepteurs moléculaires fortement
impliqués dans I’oncogenése, notamment dans la croissance et/ou la survie de la
cellule tumorale ou de son environnement, par exemple vasculaire [36]. 1l s'agit soit
d'anticorps monoclonaux spécifiques d'une cible, ou des inhibiteurs pharmacologiques
de récepteurs tyrosine-kinases monocibles ou multicibles. Les principales voies de
signalisation dérégulées et accessibles a une action thérapeutique en oncologie
digestive sont les voies de I'human epidermal growth factor (HER), du vascular
endothelial growth factor (VEGF), de c-Kit, et de phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K). Dans l'adénocarcinome de I'estomac métastatique, I'utilisation du
trastuzumab, inhibiteur spécifique de HER2 pour les tumeurs surexprimant HER2, est

fortement recommandée [37].

Le trastuzumab est actuellement la seule thérapie ciblée validée par une phase 1ll
randomisée dans le cancer gastrique (Tableau 2). En effet, I’étude ToGA a démontré
I’impact du traitement par trastuzumab de cancers gastriques métastatiques exprimant
le récepteur HER2 (mutation de 1’exon 20). Cette large étude internationale a inclus
3807 patients parmi lesquels 594 (soit 22,1 %) exprimaient fortement HER2. Les
patients inclus étaient atteints de cancers localement avancés ou métastatiques. Une

chimiothérapie comprenant du 5FU 5Fluo-uracile (ou sa prodrogue la capécitabine

11
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associee a du cisplatine a été comparée au méme protocole plus du trastuzumab, le
bénéfice clinique en faveur du trastuzumab est significatif avec une survie mediane
globale de 13,8 mois dans le groupe ayant regu 1’anticorps monoclonal contre 11,1

mois dans le groupe chimiothérapie seule [38].

Tableau 2. Principaux essais de phase 111 évaluant une thérapie ciblée en premiére

ligne [39].
Cible Molécule Essai Phase Ligne Résultat
Métalloprotéases | Marimastat Bramhall i 1" ou 2° Négatif
HER2 Trastuzumab | ToGA i 1% Positif
VEGF Bevacizumab | AVAGAST | IlI 1¢ Négatif
EGFR Cetuximab EXPAND | Il 1% En cours
EGFR Panitumumab | REAL-3 i 1% En cours

12
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1. HER2 ET CANCER GASTRIQUE

II. 1. GENERALITES SUR L’ HER2
11.1. 1. DEFINITION

L’HER2 (neu /HERZ2, également connu sous le nom d'oncogene d'érythroblastose
B2, ERBB2), est une glycoprotéine transmembranaire de 1255 acides aminés, 185 kD,
située dans le bras long du chromosome humain 17 (17q12) ;(Figure 4). Il s'agit d'un
proto-oncogene dont le produit protéique est un récepteur de tyrosine kinase qui
favorise la prolifération cellulaire et le développement du cancer lors de I’activation

[40, 41].

La surexpression des molécules HER2 facilite la formation spontanée de dimeéres a
la surface de la cellule tumorale, déclenchant I'activation de différentes voies de
signalisation intracellulaires, dont les conséquences sont une prolifération cellulaire
accrue, une plus longue survie cellulaire par évasion de I'apoptose, perte de contréle
du cycle cellulaire, une plus grande dédifférenciation et augmentation de la migration

cellulaire [42].

(=]
P13.3 —_— HIC-1
Pp13.1 P53
pi2
= >
q11.2 —_— RDMA1
-_— BrcA1
q21.1 —_— HERZ2
— TAU
TOP2A
qgz2

Chromosome 17

Figure 4 : Emplacement du géne HER2 sur le chromosome 17[43].

11.1.2. FAMILLE ET STRUCTURE

L’HER2 appartient a la famille des récepteurs du facteur de -croissance

épidermique (EGFR). Cette famille est composée de quatre récepteurs HER : le
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récepteur 1 du facteur de croissance épidermique humain (HER1) (également appelé
EGFR), HER2, HERS3, et HER4 (Figure 5). Ses récepteurs partagent une structure
similaire (Figure 6). lls sont composes d'un domaine extracellulaire (ECD), d'un
segment transmembranaire et d'une région intracellulaire [42,44].

+ Domaine ECD

Il est divisé en quatre parties : les domaines | et Ill, qui jouent un réle dans la
liaison du ligand, et les domaines Il et IV qui contiennent plusieurs résidus

cystéine qui sont importants pour la formation de liaisons disulfure.

+ Segment transmembranaire

Il est composé de 19 a 25 résidus d'acides aminés, il permet 1’ancrage du

récepteur dans la membrane cellulaire.

4+ Région intracellulaire

Elle est composée d'un segment juxtamembranaire, un domaine fonctionnel de
protéine kinase (a I'exception de HER3 qui n'a pas d'activité tyrosine kinase et doit
s'associer avec un autre membre de la famille pour étre activé) et une queue C-
terminale contenant plusieurs sites de phosphorylation requis pour la propagation

de la signalisation en aval.

EGF No HB-EGF
TGFa K Heregulin Heregulin
- . nown : =
Amphircgulin Erecrers] Epiregulin
Belacellulin & NRGs
Epiregulin
HB-EGF

POPPPO0P P04
000000666 6606 %655??%6 o000,
y i 2 1 %&,&

HERI1
(EGFR)

Cell proliferation
Ccll survival
Invasion and Metlastasis
Tumor-induced angiogenesis

Figure 5 : La famille HER de récepteurs tyrosine kinases [45].
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C-terminal tail

Figure 6 : Organisation structurelle des récepteurs HER [46].

11.1.3. ROLE PHYSIOLOGIQUE

Au niveau cellulaire, les voies de signalisation activees par les récepteurs HER
participent a la prolifération, a la migration et a la différenciation d’un grand nombre
de type cellulaire. Chez 1’adulte, ces récepteurs sont impliqués dans le fonctionnement
normal de nombreux organes comme le sein et la peau, ainsi que sur les voies gastro-
intestinales, respiratoires, reproductives et urinaires, ce qui  explique les effets
indésirables des thérapeutiques ciblant ces récepteurs [42,47].

11.1.4. FONCTIONNEMENT DU RECEPTEUR HER2

Ce récepteur appartient a la famille des récepteurs ERBB qui comporte également
EGFR (HER1), HER3 et HER4. HER?2 est le seul membre de cette famille & ne pas
posséder de ligand connu. Il est constitutivement sous une conformation disponible
pour la dimérisation et le partenaire privilégié de dimérisation des autres membres de
la famille. En absence de ligand, ces récepteurs existent majoritairement sous forme
de monomere inactif. La fixation d’un ligand sur la partie extracellulaire de son
récepteur va induire un changement de conformation et une dimérisation. Cette

dimérisation nécessite ’action d’un ligand spécifique, ainsi ’action de I’EGF et

15



CHAPITRE Il HER2 ET CANCER GASTRIQUE

conduira a la formation d’un hétérodimére HER1/HER2 ou des diméres
HER3/HER?2 ; HER4/HER2, ces diméres présentent une grande affinité au ligand
dont le monomere autre que HER2 est spécifique. L’HER2/ HER3 est le dimere le
plus actif des dimeres de signalisation HER. Les résidus tyrosines intracellulaires
s’autophosphorylent, suivie de la phosphorylation de seconds messagers qui assurent
la transduction du signal vers I’intérieur de la cellule. Le complexe ligand/récepteur
est donc internalisé puis dégradé (figure7) ; [48,49].

3. Hétéro/homo-
(52 dimérisation

5. Transduction
du signal

HER-1
HER-2

] J 6. Internalisation
,,,,,,,,, SOSLASASLAALAL ’ du recepteur

au ligand 4. Activation

de TK et phosphorylation 1358
de la tyrosine ) Puit de clathrine
Cycle / -
cellulaire \\"":\“,‘ 312 g,‘r,‘:l,',
S L
o g
~ e
g ot
Survie :2."\‘ e
=z o ==
-7 o —— "
":f’; - 7.Dégradation
? 20N
Prolifération J;',’;!, ITTTT ,‘,‘\'\\;‘:\\ ourecyclage
2R
4213313330

Figure 7 : mécanisme d’activation du récepteur her2 [49].

Deux grandes voies de transduction du signal sont activées a savoir (Figure 8) :

= | avoie MAP-kinase

= Lavoie PI3K

11.1.4.1. Voie des RAS/RAF/MAPK

L’activation de la voie des MAPK, également appelée « ERK », débute par
I’activation et le recrutement a la membrane par RAS de la protéine RAF-1. Cette

premiere protéine kinase est responsable de 1’activation par phosphorylation de la
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MAPK-kinase ou MEK (MAPK-ERK-Kinase). A son tour, MEK active de maniére
hautement spécifique, par double phosphorylation, ERK, ce qui entraine sa
translocation au niveau du noyau et 1’expression de génes codant pour des facteurs de
transcription (c-FOS) et autres (c-MYC, c-JUN ou JUNB) qui, a leur tour, stimulent
I’expression d’un grand nombre de génes, en particulier ceux de la cycline D1 et de

cdk6 ayant un réle majeur dans ’initiation du cycle cellulaire en G1 [50,67,51].

11.1.4.2. Voie PI3K/Akt

Cette voie peut étre activée soit directement par activation du récepteur a activité
tyrosine-kinase HER2 soit par 1’intermédiaire de la protéine RAS. Il existe donc un
lien étroit entre la voie de signalisation RAS/MAPK et la voie PI3K/AKT, et les
connexions entre ces deux voies font aussi intervenir d’autres voies de signalisation
intracellulaire comme la voie de la phospholipase C (PLCQ), la voie STAT et la voie
Src/FAK. Les kinases PI3Ks sont activées en aval d’une interaction ligand/récepteur
(RTK, GPCR, recepteur des cytokines, intégrines).Une fois activée, la PI3K migre
dans la paroi interne de la membrane plasmique et catalyse 1’addition d’un
groupement phosphate sur le (PIP2), Le PIP2 est alors converti en (PIP3). Le PIP3
recrute ensuite des protéines kinases a la surface interne de la membrane plasmique
conduisant a D’activation de la sérine-thréonine kinase Akt. En phosphorylant
plusieurs protéines clés, telles que GSK3, mTOR, et des facteurs de transcription de la
famille Forkhead, Akt permet la suppression de 1’apoptose et inhibe 1’arrét du cycle
cellulaire. L’effet net de la voie de signalisation PI3K est donc de promouvoir la

survie cellulaire et la prolifération [48,52].
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Figure 8 : Les voies de signalisation de HER2 [48].

11.2. SUREXPRESSION DU RECEPTEUR HER2 DANS LE CANCER
GASTRIQUE

L’HER?2 est 1ié¢ a la pathogenese et aux mauvais résultats de nombreux types de
carcinomes, y compris le carcinome gastrique. La surexpression de I'Her2 a été
particulierement étudiée dans le cancer du sein. Elle est décrite également dans les
adénocarcinomes gastriques. Un statut HER2 positif est un facteur de mauvais

pronostic et un facteur prédictif de la réponse a I’Herceptine (trastuzumab) ; [5].

La surexpression de la protéine Her-2 et I’amplification du géne Her-2 dans les
cancers de l'estomac a été décrite pour la premiére fois en 1986 dans une étude de
Yano et al. L'amplification du géne Her-2 est presque toujours induite avant la
surexpression de la protéine Her-2 a la surface des cellules tumorales (figure9). Une
surexpression de HER2 par immunohistochimie a été retrouvée dans 23% et une
amplification génique par FISH dans 27% des 200 tumeurs réséquées. Gravalos et

Jimeno dans leur étude de 166 patients atteints de cancer gastrique ont observé que la
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surexpression de HER2 était le plus souvent trouvée dans les tumeurs de la jonction
gastro-cesophagienne (GEJ) et les tumeurs ayant une histologie de type
intestinal. Dans une étude portant sur 260 cancers gastriques, la surexpression de
HER?2 était un facteur pronostique negatif indépendant et I'intensité de la coloration de
HER2 était corrélée avec la taille de la tumeur, l'invasion séreuse et les metastases
ganglionnaires [53, 54, 5,55].

Normal Gene amplification
Protein overexpression

Cytoplasm

-

Cell membrane

Nucleus

1: Increase of gene copies number
2: Increase of HER2 mRNA

3: Increased expression of protein in the membrane
4: Shedding of extracellular domain residues

Figure 9 : Amplification du gene HER2 et surexpression de récepteurs [56].

11.3. THERAPIE ANTI -HER2

11.3.1. Mécanisme d’action du trastuzumab

En tant qu'anticorps monoclonal recombinant humanisé contre HER2, le
trastuzumab se lie au domaine 1V de HER2. Bien que de nombreux mécanismes aient
été proposés pour son activité antitumorale, les mécanismes exacts restent
inconnus. Comme résumé par plusieurs revues antérieures, plusieurs mécanismes, y
compris les mécanismes intracellulaires et extracellulaires, sont proposés pour l'action
du trastuzumab (Figurel0) ; [57].
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Figure 10 : Mécanisme d’action du trastuzumab [57].

La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) est
identifiée comme I'action extracellulaire du trastuzumab. Le récepteur Fc des cellules
effectrices immunitaires, principalement les cellules tueuses naturelles (NK),
reconnait la portion Fc du trastuzumab dans la cellule cancéreuse ciblée et attaque les
cellules cancéreuses. De nombreux mécanismes intracellulaires ont été proposés pour
I'action du trastuzumab ; cependant, les données sont controversées. Les mécanismes
intracellulaires proposés comprennent : (1) I'inhibition de la transduction du signal
intracellulaire conduisant a la prolifération cellulaire. Bien que ce mécanisme ait été la
base du développement du trastuzumab et ait été mentionné par la plupart des revues,
ce mécanisme n'est pas soutenu par des données expérimentales, (2) Inhibition du
clivage protéolytique du domaine extracellulaire HER2, (3) Inhibition de la réparation
de ’ADN, (4) Inhibition de l'angiogenese. Le trastuzumab s'est révélé dans un modéle

tumoral préclinique de xénogreffe murine inhibé I’angiogenese [57].

11.3.2. Principaux essais cliniques ciblant HER2 dans le cancer gastrique

+ T-DML1: associant le trastuzumab a l'agent antimicrotubulaire emtansine, a été
approuveé pour le cancer du sein HER2 +. Des travaux précliniques ont montré que
le T-DML1 est actif dans les modeles de cancer gastrique. Malheureusement, une
étude randomisee, ouverte, de phase Il / 11l de T-DM1 versus un taxane chez des
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patients atteints de tumeurs gastro-cesophagiennes localement avancées ou
métastatiques HER2+ (GATSBY) n'a pas montré de bénéfice d'efficacité par

rapport aux taxanes. Les raisons de ce résultat négatif ne sont pas claires [58 ,59].

+ Lapatinib : est un double inhibiteur de la petite kinase EGFR / HER2 approuvé
pour le traitement du cancer du sein HER2+. L'essai LOGIC, a étudié le lapatinib
en association avec la capécitabine plus I'oxaliplatine chez les patients atteints de
carcinome gastro-cesophagien de premiére ligne avancé ou métastatique HER2+
L'ajout de Lapatinib n'a pas augmenté de facon significative la survie globale.
D’autres études suggerent que le lapatinib, en tant que thérapie ciblée unique, est

peu actif dans le cancer gastrique [60 ,61].

+ Pertuzumab : est un anticorps monoclonal HER2 qui interfere avec
I'nétérodimeérisation HER2 avec d'autres membres de la famille EGFR. Comme il
est efficace chez les patientes atteintes d'un cancer du sein HER2+ en association
avec le trastuzumab, un essai de phase Il (JACOB) est en cours, dans lequel les
patientes atteintes d'un cancer gastrigue métastatigue HER2+ recevront du
pertuzumab ou un placebo, en association avec le trastuzumab et la chimiothérapie
(Figurell) ; [62 ,63].

Trastuzumab
Pertuzumab

T-DM1
Trial Results Drugs Patient selection
ToGa FDA approval Trastuzumab + chemo vy HER2+
in 2010 chemo
GATSBY . - - .
SATSBY Noefficacy | T-DM1 + chemo vs chemo | HER2 + (IHC OR ISH)
LOGIC No improvement in Lapatinib + chemo s IHC 2+ and FISH + or
A PSF or OS chemo IHC 3+ or FISH+
JACOB Pertuzumab + Trastuzumab
% IHC 3+ IHC 2+ and
NCT01774786 Ongoing and chemo Ao e
FISH+
vs Trastuzumab and chemo

Lapatinib

Figurell : Les médicaments ciblant HER2 testés dans les essais cliniques [45].
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11.4. DETERMINATION DU STATUT HER2

La sélection des patients pour une thérapie par le Trastuzumab repose sur la
surexpression de la protéine HER2 [64]. La détermination du statut HER2 pour les
patients atteints de cancers gastriques se fait par IHC dans environ 90 % des cas, seuls
les cas ambigus sont vérifiés par une technique d’Hybridation in situ fluorescente [5].
Le test est réalisé sur la tumeur primitive (piéce opératoire ou biopsies). Le score de
I’THC est basé sur I’intensit¢é du marquage membranaire et sur le pourcentage de
cellules marquées. Pour évaluer de fagon reproductible ’intensité du marquage par
IHC on doit prendre en compte le degré du grossissement microscopique (X) auquel
le marquage membranaire est clairement visible, avec un seuil de 10 % de cellules
marquées pour les pieces opératoires et le marquage d’au moins 5 cellules adjacentes

cohésives pour les biopsies ; Soit :

» Grossissement faible (2,5 a5 x)
Dont le marquage est complet baso-latéral et intense = score3+
» Grossissement intermédiaire (10 a 20 x)
Se caractérise par une intensité moyenne ou faible= score 2+
» Grossissement fort (40 x)
e Marguage membranaire peu intense, partiel = score 1+

e Aucun marquage= score 0

Les cas ambigus ou score 2+ seront testés par une technique d’HIS, a la recherche
d’une éventuelle amplification du géne HER2 (Figurel2). Les patients présentant des
tumeurs avec une expression membranaire intense et compléte supérieure a 10 % des
cellules tumorales (score dit “3+”) et/ou FISH “positives” peuvent bénéficier d’un
traitement par le Trastuzumab. Les patients dont les tumeurs présentent un
immunomarquage membranaire de plus de 10 % des cellules tumorales, mais avec
une intensité modérée (score dit “2+”), peuvent également en bénéficier a condition

qu’un statut complémentaire FISH “positif” soit objectivé [65].
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Figure 12 : Critéres du score IHC dans le cancer gastrique [66].
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PARTIE PRATIQUE MATERIEL ET METHODES

OBJECTIFS

La visée fondamentale de notre étude est de :

+ FElucider la réalité du cancer gastrique dans la région centre d’Algérie.
+ Evaluer I’expression de I’Her2 dans les adénocarcinomes gastriques.

+ Démontrer I’intérét de la surexpression de I’Her2 dans I’orientation de la
démarche thérapeutique via sélection de la population éligible au traitement

par I’Herceptine.

l. MATERIEL

I.1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Notre échantillonnage comporte 24 biopsies et pieces opératoires des patients
présentant des lésions tumorales gastriques, incluses dans des blocs de paraffine

répertoriés et archives.

1.2. MATERIEL NON BIOLOGIQUE

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

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

Il. METHODES

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

savoir : une enquéte épidémiologique ainsi qu’une étude anatomopathologique.
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11.1 ENQUETE EPIDEMIOLOGIQUE

Il s’agit d’une étude rétrospective ciblant les patients atteints de cancer gastrique,
recensés dans le laboratoire d'anatomie pathologique du CHU Salim Zemirli a EI-

Harrach, sur une période de 5ans.

Les patients inclus dans cette étude, sont ceux dont le diagnostic s'est confirme par
les techniques immunohistochimiques. Le diagnostic a été posé sur 22 biopsies et 2
piéces de résection chirurgicale. Le statut HER2 a été déterminé par technique
immunohistochimique, réalisées sur des prélevements fixés dans le formol et inclus en
paraffine. L'interprétation immunohistochimique s'est basée sur I'évaluation de
I'intensité du marquage et le pourcentage de cellules tumorales marquées. Un seuil de
10% de cellules tumorales marquées a été retenu pour les piéces chirurgicales et 5%
pour les biopsies vu I'hétérogénéité de I'immunomarquage par I'HER2 dans le cancer
de l'estomac. Les scores 0 et 1 ont été considérés comme négatifs alors que le score 3

était considéré comme positif et le score 2 comme équivoque.

Les données concernant 1’age, le sexe, le siége et le grade histologique de la tumeur
ainsi que d’autres parameétres jugés utiles pour cette étude, ont été retenues a la suite
de I'examen des dossiers médicaux. L'analyse des données, les calculs et les

illustrations graphiques ont été réalisés par le logiciel Excel2007.

11.2.ETUDE ANATOMOPATHOLOGIQUE

L’étude anatomopathologique a ¢ét¢é menée au sein du laboratoire
d’anatomopathologique du CHU Salim Zemirli & El-Harrach (Alger), durant la

période comprise entre février et mars 2020.

Le protocole adopté pour I’é¢tude anatomopathologique, s’est opéré en plusieurs

étapes.
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11.2.1 ANALYSE MACROSCOPIQUE

L’examen macroscopique était essentiel pour déterminer le choix du préléevement a
examiner. L’analyse macroscopique a été faite par un médecin anatomo-pathologiste

et consistait en une macro-description.

Au terme de cet examen, les biopsies ont été mesurées et mises en cassettes en
totalité alors que, les piéces opératoire ont été mesurées; puis analysées en
déterminant leur poids ; leur tailles, leur aspects externes ; leur consistances ; leur

tranches de section ; leur coloration puis placées dans des cassettes numérotées.

11.2.2. ANALYSE HISTOLOGIQUE

L’examen  histologique  représente  1'étape  cruciale de  I’analyse
anatomopathologique. Dans notre étude, cette analyse déterminante comportait

plusieurs étapes permettant 1I’affirmation ou non du diagnostic de malignité.
1) Réception

Les prélevements parvenus au laboratoire pour un examen histologique, étaient
accompagnés de fiches de renseignement cliniques. Ces prélevements ont été d’abord
enregistrés et attribués de numéros d’identification uniques qui ont été¢ par la suite

retranscrit sur les blocs et les lames.

La technique de préparation des coupes, apres préléevement, nécessitait une série
d’étapes avant la lecture et interprétation par 1’anatomopathologiste. En effet, la
technique a été réalisée en cing étapes principales a savoir : la fixation, 1’inclusion, la

microtomie, la coloration ainsi que le montage.
2) Fixation

La fixation était indispensable pour conserver la morphologie cellulaire. Elle était
immédiatement effectuée aprés 1’obtention des prélévements. Toute fixation

défectueuse rend 1’étude anatomopathologique difficile voire impossible.

Cette étape visait d’une part a immobiliser les constituants tissulaires/cellulaires

dans un état semblable a 1’état vivant et d’autre part de prévenir 1’autolyse cellulaire.
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La fixation consistait a immerger le tissu deés qu’il est prélevé dans une solution de
formol a 10% environ 10 fois plus important que le volume de tissu a fixer. La durée
de la fixation a dépendu principalement sur la taille du prélévement. D’environ 6h et
24h de temps ont été respectivement envisagés pour les biopsies et les piéces

opératoires.

3) Circulation des tissus
Elle comportait trois principales étapes.
+ Déshydratation

Les échantillons ont été progressivement déshydratés par passages successifs dans
des solutions alcooliques de plus en plus concentrées. La déshydratation a été
effectuée au sein de cing bains de degrés croissants (75%, 80%, 90%, 95%, et 100%)
pendant 2h pour chaque bac d’alcool, jusqu’a ce que toute I’eau (des tissus et du
milieu de fixation) ait été soustraite et que 1’échantillon soit totalement imprégné

d’alcool absolu .
+ Eclaircissement

Cette étape consistait a remplacer 1’alcool par un solvant de la paraffine. Durant
cette étape les différents tissus ont devenu transparents. Les agents éclaircissants
utilisés étaient le benzéne, le toluéne, le xyléne. Donc, 1’alcool a été chassé par 3 bains

successives (02h, chacun).
+ Imprégnation

Au cours de cette phase, plusieurs bains de paraffine ont été utilisés (60°). Cette

étape a duré d’environ 4h.
4) Inclusion en paraffine ou enrobage

Les échantillons ont été immergés dans de la paraffine chauffée. Cette étape a été
réalisée grace a un automate d’inclusion qui se charge de la mise a disposition des
blocs de paraffine préts a étre couper. Les piéces ont été mise dans des moules en
acier inoxydable déposés sous un robinet qui sert a verser de la paraffine chaude

(70°C). Puis les moules ont été mises dans les plaques de refroidissement pour que la
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paraffine se solidifie rapidement et les piéces seront incluses parfaitement la-dedans.
Il a fallu bien appuyer sur les piéces afin de les fixer dans les fonds des moules, et
pour assurer une couverture compléte par la paraffine. En vue d’identifier les blocs, il
a fallu remettre les cassettes sur les moules, avant que la paraffine ne soit

complétement refroidie.
5) Réalisation de coupes

Un microtome comportant un rasoir a été utilisé pour realiser des coupes de 3a
Sum. L’opération consistait d’abord a débiter le bloc c’est a dire enlever le surplus de
paraffine ; jusqu’a amener a la surface de prélévement pour effectuer des coupes

fines.
6) Etalement

Les coupes ont été par la suite recueillies sur lames de verre apres les avoir mis
dans un bain marie pour ramollir la paraffine permettant aux coupes de se
décomposer. Ce qui a ainsi facilité leurs étalements sur les lames. Enfin, ces derniéres

ont été numérotées.
7) Déparaffinage et réhydratation

Les lames ont été placées dans des paniers mis préalablement dans une étuve a
80°C pendant 30 minutes, afin d’enlever la paraffine. Subséquemment, les lames ont
été plongées dans des bacs de xylenes pendant 10 a 15 minutes et ensuite dans des
bains d’alcool de degré décroissant (100°-90°-80°- 70°).

8) Coloration

La coloration utilisée était 1’hématoxyline/éosine (HES) en vue de mettre en
évidence les noyaux et le cytoplasme des cellules ainsi que des fibres de collagene. En
effet, ’hématoxyline, substance plut6t basique, colore les noyaux en violet donc
révele les acides nucléiques. Pour ce qui est de I'éosine, substance plutét acide, colore

les cytoplasmes (en rose) donc met en évidence les protéines.
Ce type de coloration a éete effectué en plusieurs étapes a savoir :

v Plongement des lames dans 3 bains d’alcool de concentration différentes, pendant

3 min.
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v' Lavage de 2 min avec ’eau distillée.

v Coloration a I’hématéine de Harris (15 secondes).

v' Lavage de 2 min avec ’eau distillée.

v" Coloration a I’éosine pendant 2 min, pour colorer le cytoplasme
v' Lavage avec I’eau distillée pendant 5 min.

v Déshydratation en ringant dans 1’éthanol absolu.

9) Montage et observation microscopique

Le montage consistait a fixer a 1’aide d’une masse collante (Eukitt), la lamelle de
verre sur la lame. Les lames ont été ensuite nettoyées au xyléne, puis séchées a 1’aire
libre et observées au microscope photonique a différents grossissements (x40, x100,
x400).

11.2.3. ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE (IHC)

Dans notre travail, I'étude histologique a été complétée par une analyse

immunohistochimique.

11.3.1 Principe

L’immunohistochimie est une méthode qui permet de mettre en évidence certaines
protéines cellulaires qu'elles soient cytoplasmiques, nucléaires ou membranaires (par
exemple HER2), spécifiques a un type ou a une fonction cellulaire, par des anticorps
(immunoglobulines) dirigés de facon spécifique contre ces antigénes, et rendus
visibles au microscope par conjugaison avec des fluorochromes ou des enzymes
donnant un signal coloré [68]. Il existe deux stratégies utilisées pour la détection
immunohistochimique des antigenes dans les tissus, la méthode directe et la méthode
indirecte.

Dans notre étude, la technique d’immuno-histochimie indirecte a été utilisée

(Figurel3). Cette technique consistait a mettre en évidence un antigéne (Ag) grace a
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la fixation d’un anticorps (Ac) primaire puis celle d’'un Ac secondaire couplé a un
polymere inerte qui porte des enzymes. Ce complexe a été ensuite mis en évidence
avec un révélateur dont I’hydrolyse produit un précipité de couleur marron. Les
structures ayant fixé I’anticorps primaire ont été¢ donc facilement repérables avec cette
coloration. Une contre-coloration a I’hématoxyline a été effectuée également, teintant
les noyaux et les cytoplasmes en bleu. Par conséquent, toutes les structures ont été

bien apparues ce qui a donc facilité le repérage microscopique des zones intéressantes.

Immunohistochimie

\ .>°<.

o)(o
Anﬁgéne

Anticorps primaire

An‘hcorps secondaire couplé au complexe avidine-
ine péroxydase

Révélation par substrat de la peroxydase

-+

TYRY

SATWN™

Figurel3 : principe de I’immunohistochimie [69].

I1.3.2 Protocole expérimental de I’immunohistochimie

Le protocole adopté pour I’application des techniques immunohistochimiques, s’est

opéré en plusieurs étapes.

11.3.2.1 Réalisation des coupes

v Premiérement, des coupes de 3 a 5 um d’épaisseur ont été réalisées au

microtome, a partir des blocs de paraffine sélectionnes.
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v Deuxiemement, les coupes ont été étalées dans un bain marie puis recueillies

sur des lames sinalisées.

v Enfin, les lames ont été égouttées.

11.3.2.2. Déparaffinage et réehydratation
v" Cette étape consistait a incuber les lames a 1’étuve, pendant 30 min a 75 C°

v' Les lames ont été ensuite déparaffinées complétement grace a leurs

immersions dans plusieurs bains a savoir :
++ 3 bains de xyléne pendant 15 min
% 3 bains d’alcool pendant 15 min pour la réhydratation.

¢ Les lames ont été par la suite rincées a 1’eau distillée.

11.3.2.3 Démasquage antigenique
Cette étape consistait principalement a :

v Mettre les lames dans la solution de démasquage (TRS dilué a 1 /50) et dans le

bain marie a 95C° pendant 40 minutes
v’ Effectuer un refroidissement sur paillasse pendant 20 minutes.
v' Réaliser un ringage a I’cau distillée
v" Contourner le tissu sur les lames a I’aide d’un dakopen apres séchage.

v" Mettre les lames dans une chambre noire.
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11.3.2.4 Blocage de peroxydase
Il a été réalisé via :

v' L’ajout de la solution de blocage (eau oxygénée H202+ peroxydase de

blocage) pendant 5min pour bloquer les peroxydases endogeénes.
v Ringage des lames a I’eau distillée pendant 10 min.

v Rincage dans un bain de PBS (dilué a 1/20), pendant 5 minutes

11.3.2.5 Marquage a I’anticorps primaire
Ce marquage a été fait par :

v L’ajout de I’AC primaire (polyclonal rabbit anti-human c-erb-2 oncoprotein)
dilué a 1/1000

v" Incubation dans la chambre humide pendant 30 min

v" Ringage dans deux bains de solution PBS, durant 5min chacun.

11.3.2.6 Marquage a I’anticorps secondaire
Pour ce qui de cette étape, le marquage a I’anticorps secondaire a €té effectué par :

v' L’ajout de I’AC secondaire HRP (peroxydase de raifort) ; (horseradish

peroxidase) jaune.
v"Incubation dans la chambre humide pendant 30 min
v" Ringage au PBS pendant 10 min
11.3.2.7 Révélation
Plusieurs étapes ont été nécessaires a la révélation a savoir :
v" L’ajout de 1 ml de du tampon de substrat + une goutte de chromogéne DAB

et incubation pendant 5min. Le DAB oxydé forme un précipité brun, a
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I'emplacement du HRP, qui peut étre visualisé par microscopie optique. Le

précipité DAB est insoluble dans I'eau, l'alcool et dautres solvants organiques

v Ringage a I’eau distillée.

11.3.2.8 Contre coloration
La contre coloration a été réalisée par :

v’ Préalablement, I’application de 1’hématoxyline pendant 3 minutes, pour la

coloration des noyaux.

v" Ensuite, le ringage a ’eau courante.

11.3.2.9 Montage, observation et interprétation microscopique

Cette phase consistait a fixer des lamelles sur les lames a ’aide d’un milieu de
montage et le Xxyléne. Par la suite, les lames ont été séchées a 1’air libre puis,
observées a I’aide d’un microscope optique a différents grossissements. Enfin,
I’interprétation de 1’ensemble des observations microscopiques était faite par le

médecin pathologiste.
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l. Résultats de ’enquéte rétrospective

Notre échantillon a comporté 24 patients atteints d’un adénocarcinome gastrique,
colligés au laboratoire d'anatomie pathologique du CHU Salim Zemirli sur une période

de 5ans.

1) Répartition des cas selon le sexe

Une prédominance masculine a été enregistrée avec un sexe ratio H/F de 1,66 (15
hommes et 09 femmes) ; (figure 14).

sexe

B HOMME
H FEMME

Figure 14 : Répartition des patients selon le sexe.
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2) Répartition des cas selon I’dge

L'age moyen de nos patients était de 64.22 ans, avec des extrémes allant de 34 a
88 ans. La répartition de nos patients selon 1’age a montré que la fréquence du cancer
gastrique augmente avec 1’age. La tranche d’age la plus touchée était celle >50 ans

représentant ainsi, 86.95% de la totalité des patients (figurelb).
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Figurel5 : Répartition des patients par tranche d’age.
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3) Répartition des patients selon I’Age par sexe

L'dge moyen enregistré chez I’homme était de 66,21 ans contre 60.75 ans chez la
femme. L’incidence était plus élevée chez I’homme. La tranche d'age la plus touchée
était entre 60-75 ans, avec 8 cas (33.33 %) pour I’homme et 3 cas (12.5%) pour la
femme ,suivie par la catégorie dont I’age est compris entre 45 et 60 ans avec 4 cas
(16.66%) pour I’homme et un seul cas pour le sexe féminin (4.16%), puis la
catégorie d’age entre 75-90ans avec 2cas soit (8.33%) pour chacun des deux sexes ,
enfin, la tranche d’age comprise entre 30 et 45 ans avec 2 cas (8.33%) pour le sexe

féminin et O cas pour le sexe opposé (figurel6).

HOMME
3 m FEMME

2 I
1 | I I I
O T T T T 1

[30-45] [45-60[ [60-75] [75-90[ Indéterminé

Nombre de cas

Tranches d ’age

Figure 16 : Répartition des patients selon 1’age par sexe.
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4) Répartition des patients selon le siege de la lésion

La répartition des cas selon leurs siége a montré que la localisation antrale était le
siege anatomique le plus fréquent, retrouvé chez 4 patients soit 16.16%, suivie de la
localisation fundique retrouvée chez 3 patients soit (12.5%) ainsi que, la localisation
antro-fundique et cardiale notées chez 8.33% des cas. Un seul cas parmi nos patients
(4.16%) avait un adénocarcinome s’entendant sur toute la paroi gastrique (Figure 17).

16%

antrale
m fundique
M cardiale
52% M antro-fundique
M toute la paroie gastrique

non déterminé

Figurel? : Répartition des patients selon le siége de la lésion.
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5) Répartition des cas selon le type histologique

La repartition selon le type histologique a montré que 1’adénocarcinome a cellules

indépendantes était le type le plus fréquent avec 12 cas, soit 50% (Figure 18).

Type histologique

B ADK a cellules indepandentes

50%

AUTRES TYPES

Figure 18 : Répartition selon le type histologique.
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6) Reépartition des patients selon le degré de différenciation

D’aprés les résultats obtenus dans notre étude concernant la différentiation de la
tumeur, 7/24 patients, soit 29.16 % des cas, présentaient une tumeur peu différenciée,
6/24 soit 25% avaient des tumeurs moyennement différenciées et 5/24 (20.83%) des

cas avaient des tumeurs bien différenciées (Figure 19).
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Figure 19 : Répartition des patients selon le degré de différenciation
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7) Répartition des cas selon I’infection a H.pylori

L’infection a H. Pylori a figuré uniquement chez 5 malades (20.83%) tandis que
4,16% eétaient Hp négatifs (n=1). Par contre, la détermination de la présence de

I’infection a H. Pylori n’a pas pu se faire chez 18 malades soit 75% (Figure 20).

18

16 -

N\

14

N\

12

 infection a
8 - H,pylori

Nombre des cas

1

O T T T 1
présence absence indeterminé

Figure 20 : Repartition des cas selon I’infection a H.pylori.
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8) Répartition des patients selon I’expression du récepteur HER2

Dans notre échantillon de 24 cas, 8.33% de nos patients sur- expriment la protéine
HER?2 (score 3) et sont éligibles a la thérapie ciblée, 87.5 % des patients présentaient
un profil HER2 négatif (score0 et scorel) et 4.16% présentaient un score 2

équivoque (Figure 21).

Nombre des cas

cas négatifs cas équivoques cas positifs

expression du recepteur HER2

Figure 21 : Répartition des patients selon I’expression du récepteur HER2.
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9) Répartition des patients selon les scores HER?2

Comme clairement démontré sur la figure 22, 1I’étude immunohistochimique

réalisée a 1’aide de I’anticorps anti-HER?2 nous a permis de constater :

= L’absence de surexpression de HER2 de score 0 dans 18 cas (75 %).
= [’absence de surexpression de HER2 de score 1+ dans 3 cas (12.5%).
= Une surexpression douteuse de score 2+ dans un seul cas (4.16%).

= Une forte surexpression de HER2 de score 3+ dans 2 cas (8.33%).

18

18 7

16 -

14

12

10 +

Nombre des cas

score 0 score 1 score 2 score 3

score HER2

Figure 22 : Répartition des patients selon les scores HER2.
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10. Prise en charge des patients surexprimant ’HER2

Les patients surexprimant ’'HER2 ont été orientés vers une thérapie ciblée par

I’herceptine.

Il.  Résultats de I’étude prospective

Les résultats de notre étude prospective ont révélé une surexpression de ’'HER2
chez uniquement un cas. Les résultats histologique et immunohistochimique relatifs a

ce dernier, sont clairement démontrés sur les figures 23 et 24.

Figure 23 : Adénocarcinome gastrique de type intestinal glandulo-papillaire (G X10)
(photo original 2020)
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Figure 24 : ADK gastrique- IHC a I’anticorps anti-Her2 : marquage membranaire (G
X40) (photo original 2020)
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DISCUSSION

Les résultats obtenus par notre étude sur les patients atteints d’adénocarcinome

gastrique, étaient interprétés et discutés, selon la littérature.

Nos résultats épidémiologiques se rapprochent de ceux de la littérature. En effet,
I’age moyen de nos patients et la prédominance masculine concordent avec les

données trouvées par d’autres travaux.

Le cancer gastrique touche beaucoup plus les hommes que les femmes, aussi bien
en Afrique que dans les autres continents [70]. Toutefois, une étude coréenne n‘avait
pas retrouvé de différence statistiquement significative entre les deux sexes [71]. Dans
notre étude une prédominance du sexe masculin était enregistrée avec 15 hommes
(62.5%) et 09 femmes (37.5%) soit, un sexe ratio de 1.66. Nous devons affirmer que
plusieurs études ont rapporté une prédominance masculine soutenant ainsi nos

résultats.

L’age moyen de nos patients €tait de 64.22 ans, avec des extrémes allant de 34 a 88
ans. Cette valeur est un peu plus élevée par rapport a celle enregistrée dans 1I’é¢tude de
Naim et al [72], qui ont noté un age moyen de 56 ans et un sexe ratio de 1,9 et I’étude
de Mellouki et al[70], qui ont trouvé un 4ge moyen de 58 ans. Cependant, I'age moyen
enregistré en France et en Corée du Sud était plus élevé soit respectivement de 72,7 et
59,2 ans. [73].

68.18% de nos patients avaient un age supérieur a 60 ans tandis que, 31.8 % des
cas, avaient un age moins de 60 ans. Cette répartition a prouvé que l'incidence du CG
augmente nettement avec 1’age. En effet, le cancer gastrique survient rarement avant
I’age de 40 ans. L’incidence augmente rapidement au-dela avec un pic pendant la
septieme décennie [70]. Ce résultat a été constaté également dans une étude coréenne
ou l'incidence augmente avec 1’dge, avec une augmentation particuliére a partir de
I’age de 60 ans [71]. Nos résultats sont également similaires a ceux trouves par une
étude marocaine menée par Mellouki et al [70] dont les patients agés de plus de 60
ans représentaient la tranche d’age prédominante, soit 63% des cas par rapports a ceux

ageés de moins de 60 ans.
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En ce qui concerne la répartition selon 1’dge par sexe, le risque du cancer
gastrique augmente avec 1’age et plus rapidement chez I’homme que chez la femme.
L’age moyen de nos patients selon le sexe était de 66.21 ans pour les hommes et de
60.75 ans pour les femmes. L’incidence est presque identique pour les 2 sexes jusqu'a
I’age de 60 ans, puis le cancer devient prédominant chez les hommes. Une étude
réalisée au Maroc sur une série de 120 cas de cancer gastrique, colligés entre 2005 et
2009, a noté une moyenne d'age de 59.13 ans chez I'homme et 56.78 ans chez la
femme [74].

Différentes localisations tumorales ont été notées dans notre étude dont le siége le
plus fréquent était le siege antral observé chez 4 patients (16.66%), suivi par la
localisation fundique dans 3 cas (12.5%) et la localisation antrofundique et cardiale
avec 2 cas (8.33%) pour chacune. Toutefois, I’atteinte diffuse était observée, chez
seulement 1 cas. Ces résultats se rapprochent de ceux retrouvés par Lahzaoui [19] qui
a montré que la localisation antrale et fundique étaient les plus fréquentes soit

respectivement, 27%, et 23,3%.

Selon la littérature, I’antre est la région gastrique la plus touchée par ’ADK. Cela
est peut-étre da au fait qu’il soit formé par des cellules mucoides dont la sécrétion sert
a protéger la paroi gastrique, 1’altération de ces cellules entraine une diminution de la
sécrétion de mucus, ce qui peut avoir des répercussions sur la paroi gastrique antrale
[75,76].

L’adénocarcinome a cellules indépendantes était le type histologique le plus
fréquent dans notre échantillon avec 12 cas, soit 50%. Ce résultat se rapproche de
celui enregistré par Lahzaoui [19] en 2013, qui a noté une prédominance des ADK a

cellules indépendantes avec un pourcentage de 43.7%.

D’autre part, la répartition selon le grade histologique a montré que
I’adénocarcinome peu différencié est le plus fréquent avec 7 cas soit 29.16%, suivi par
I’adénocarcinome moyennement différencié et 1’adénocarcinome bien différencié.
Nos résultats different de ceux rapportés par Lahzaoui [19] dont la forme
moyennement différenciée était majoritaire avec 41.10%, suivie par la forme bien
différenciée avec 20.40 %.Alors que, dans 1’étude de Abid et al [77], les formes bien a

moyennement différenciées étaient enregistrées dans 54 % des cas.
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Dans notre étude, la recherche d’une infection a H. Pylori n’a été faite que chez 7

patients. Ainsi, ce type d’infections a été détecté sur 5 biopsies soit 71.42%.

Ces résultats se rapprochent de ceux de Rharrabti [74] qui a trouvé que I’infection
était présente dans 73,9 % des cas et absente chez 26,1 % d’entre eux. Selon Eslick et
al. [78], le risque relatif de CG était de 2 a 6 fois plus élevé chez les sujets infectés par

H. Pylori par rapport a une population non infectée.

Dans notre travail, la recherche du profil HER2 a été faite seulement par IHC. Cette
technique seule était suffisante pour 95.83% des cas (23 cas). En revanche, un seul cas
ambigu (score2) a été trouveé, nécessitant ainsi, d’autres examens de confirmation tels

que : la FISH.

Concernant le taux de positivité du test immunohistochimique pour la détection du
récepteur HER2, notre étude a montré une surexpression de ce récepteur dans 8.33%
des cas. Ce taux reste dans la limite recommandée dans la littérature qui est de 4% a
28% [4]. Ce résultat s’apparente a celui de 1’étude d’ABIDA [77], faite au laboratoire
d’anatomopathologie du CHU Habib Bourguiba en Tunisie, qui a trouvé un taux
d’expression de 10% [77]. D’autres travaux réalisés par Yonemura et al [79], Uchino
et al [80], Gracia et al [81], et Xi et al [1], ont révélé des taux d’expression respectifs
de 11.9%,11%, 11% et 11,2%.

Néanmoins, le taux enregistré par notre travail de recherche est nettement inférieur a
celui noté dans des séries de littérature notamment, 1’étude TOGA [19] qui a montré
un taux d’expression (IHC et HIS) de 22% [19]. De plus, une étude réalisée au niveau
du laboratoire d’anatomopathologiec au CHU de Fés a mis en évidence un taux
d’expression de 32,3% a IHC seul [5]. En outre, d’autres études ont montré un taux
bien inférieur telle que, 1’étude d’Alvarado-Cabrero et al [3]qui ont révélé une valeur
positive a 6.45% et 1’étude incluant deux cohortes, allemande et anglaise[82], et la
série de Grabsch et al [67], qui ont trouvé une valeur positive a 4%. Ce résultat
s’avere donc, intéressant puisqu’il est compris dans la limite rapportée par la

littérature.
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CONCLUSION

Le cancer de I’estomac représente la 2éme cause de déces par cancer dans le
monde, il est grevé d’un mauvais pronostic avec une moyenne de survie ne dépassant
pas un an avec les traitements actuellement disponibles. La recherche des facteurs
pronostiques comme le récepteur HER2 est devenue indispensable pour sélectionner

les patients candidats a une thérapie ciblée.

Au terme de notre étude, on peut faire ressortir quelques points intéressants :

»  Le cancer gastrique touche principalement les hommes (62.5%), avec un sexe
ratio de 1.66.

»  Latranche d’age la plus touchée par ce type de cancers varie entre 60-75 ans.

» Le type histologique le plus fréquent est 1’adénocarcinome a cellules

indépendantes peu différenciées de siege souvent antral.

» Le taux de positivité du test immunohistochimique pour la détection du
récepteur HER2 est de 8.33%, une valeur qui reste dans la limite (4 a 28%)

rapportée par la littérature.

Par ailleurs, le récepteur HER2 est associé a un mauvais pronostic et a une
diminution de la survie globale. La thérapie ciblée par I’Herceptine en association
avec la chimiothérapie améliore significativement la médiane de survie sans effet

indésirable notable.

L’une des limites de notre étude était le nombre trés réduit de cas et la courte durée
de I’étude. Sur ce, s’il y aurait une continuité a ce travail, il serait trés intéressant
d’¢élargir notre étude aux autres CHU et de travailler sur un échantillon plus important
pour une bonne estimation de la prévalence de la surexpression de I’HER 2, chez les
cas d’adénocarcinome gastrique. De plus, il serait souhaitable, d’investiguer
I’expression de marqueurs plus récents et de comparer leur spécificité et fiabilité par

rapport a I’ HER 2, chez les cas souffrant d’adénocarcinome gastrique.
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ANNEXE |

I. MATERIEL ET REACTIFS

I.1. Matériel et réactifs utilisés pour I’étude histologique

Matériel

Réactifs

Automate « LEICA ASP300S »

Etuve « BINDER »

Distributeur de paraffine « SLEE MPS/P»
Plaques refroidissantes « SLEE MPS/P »
Microtome « Leica RM2235 »

Bain Marie « SLEE slidtec water »
Congélateur

Lames et lamelles

Cassettes + papier joseph

Moules a inclusion en acier inoxydable

Formol tamponné a 10 %
Paraffine liquide.

Eau distillée

Ethanol (alcool) a différentes
concentration

Xylene

Hématoxyline

Eosine

Eukitt

Automate « LEICA ASP300S »

Etuve




Microtome « Leica RM2235 »

Bain Marie «SLEE slidtec water»



1.2. Matériel et réactifs utilisés pour ’immunohistochimie :

Matériel

Réactifs

Microtome « Leica RM2235 »
Bain marie

Etuve « memmert »

Chambre humide

Lames silanisées « DAKO »
Lamelles « BIOCARE »
Portoir

Chronomeétre

Bac a alcool, xylene, et a eau distillée
Solution de démasquage TRS (Target
Retrieval Solution) « DAKO »
Peroxyde d'hydrogéne (H202) bloqueur
des peroxydases.

Solution PBS (Phosphate Buffered
Saline)

AC primaire et AC secondaire

Dab Chromogene (3-3’
Diaminobenzidine).

Hématoxyline de MAYER.

Eau courante

Microtome « Leica RM2235 »




I

110HC

Chambre humide

o

FLEX
IHC Microscope Slides

Lames sinalisées

24x80mm

2 il BIQCARE

100 pes EE7 0340-4010

MICROSCOPE COVER GLASS
hitp:/Avww. blocare-cn.com

Lamelles



Hématoxyline de MAYER Solution PBS solution de

blocage

Solution de démasquage Dab Chromogéne Ethanol
TRS (Target Retrieval Solution)

AC primaire AC secondaire



Bac a alcool, xyléne, et a eau distillée

Porte lames chronométre



ANNEXE |1

Il. ETAPES DE L’ETUDE ANATOMOPATHOLOGIQUE

Les différentes étapes d’inclusion

Coupage et étalement des coupes sur les lames



Coloration a HE



ANNEXE |11

I11. ETAPES DE L’ IMMUNOHISTOCHIMIE

ob| hEh| 2[ngh ot/en

+. A D! D& 7% v
. —

Déparaffinage, réehydratation.

Démasquage antigénique



L’ajout de solution de blocage.

Marquage a ’anticorps primaire.



.

Montage entre lame et lamelle.



ANNEXE IV

Résultats de I’étude prospective

Observation microscopique des résultats

lobules de cellules tumorales (G X10) (photo original 2020)

ADK gastrique :



ADK gastrique fort grossissement de I’image précédente (G X40) (photo original
2020)



