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Résumé

En dépit d'une réduction du taux de mortalité dans le monde entier, le cancer présente toujours
un des problémes majeurs de santé publique et une des causes les plus fréquents de déces. Dans
le cancer primitif ou I'arrangement métastatique I'objectif du traitement est de contréler les
symptoémes, d'améliorer la qualité de vie et de prolonger la survie, mais certains protocoles
thérapeutiques courants ont limité I'efficacité par leurs profils défavorables de toxicité. Ces
observations suggerent le besoin de nouvelles approches thérapeutiques qui sont basées sur la

thérapie ciblée.

Plusieurs études ont prouvé que la régulation des voies de signalisation de famille épidermique
de récepteur de facteur de croissance joue un role central dans la différentiation de cellules, la
prolifération, et la survie ce qui a soutenu le développement des stratégies antitumorales contre
ces cibles. Une des cibles innovatrices les plus considérables est HER2 (Humain epidermal

receptor 2).

Des grandes études jusqu'ici étudiant la signification pronostique de I'expression HER2 dans
les cancers en D’explorant comme marqueur pronostique (comme le HER-2 gastrique
métastatique positif). La protéine de HER2/neu, une protéine du 185kDa (p185) codée par un
géne situé sur le chromosome 17¢21, est un récepteur de tyrosine kinase (TK).

L’objectif de notre travail consiste a étudier le profil anatomo-clinique d’un ensemble de cancer
: cancer de I’estomac, de I’ovaire et de la vessie et d’étudier la surexpression et I’amplification
du géne HER2 dans ces cancers par le biais des techniques d’immunohistochimie (IHC) et

d’autres techniques de biologie moléculaire : Hybridation In Situ par Fluorescence (FISH).

Mots Clés : Cancer de I’estomac, cancer de 1’ovaire, cancer de la vessie, HER2, ITHC, FISH.



Abstract

Despite a reduction of mortality in the world, cancer still present a major problem Public Health
and one of the most frequent causes deaths. In the primary cancer or metastatic setting the goal
of treatment is to control symptoms, improve quality of life and prolong survival, but some
current treatment protocols have limited the effectiveness of their unfavorable toxicity profiles.
These observations suggest the need for new therapeutic approaches that are based on the
targeted therapy e.

Several studies have shown that the regulation of signaling pathways family of epidermal
growth factor receptor plays a central role in cell differentiation, proliferation, survival and
supported the development of antitumor strategies against these targets. One of the most

significant innovative targets HER2 (Human epidermal receptor 2).

There are far larger studies examining the prognostic significance of HER2 expression in
cancers in exploring as a prognostic marker (such as gastric metastatic HER-2 positive). HER2
a protein of 185 kDa (p185) encoded by a gene located on chromosome 17q21, is a receptor

tyrosine kinase (TK).

The objective of our work is to study the clinicopathological profile of a set of cancer: cancer
of the stomach, ovary and bladder and study overexpression and HER2 gene amplification in
these cancers through immunohistochemistry and other molecular biology techniques: by
Fluorescence in Situ Hybridization (FISH).

Keywords: Stomach cancer, ovarian cancer, bladder cancer, HER2, immunohistochemistry,
FISH.
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Introduction

Introduction

La cancérogenése est un processus a étapes multiples qui conduit a la transformation
progressive de cellules normales en cellules malignes. Les modifications génétiques associées
a cette transformation maligne sont souvent des mutations qui produisent une augmentation des

fonctions des genes dits proto-oncogénes ou oncogenes [1].

Le produit de I’oncogéne HER2 (Humain epidermal receptor 2) localisé sur le
chromosome 17 est une protéine transmembranaire de la famille des récepteurs de type | des
facteurs de croissance située dans la membrane de nombreuses cellules. L’expression du HER2
est retrouvée dans pratiquement tous les tissus humains avec des valeurs extrémement variables
[2]. Le cancer du sein, présente une surexpression significative de I’oncorécepteur HER2 dans

20 a 30% des cas [3].

Les thérapies ciblées contre HER2 ont aujourd’hui une place incontournable dans
I’arsenal thérapeutique en cancérologie qu’il s’agisse d’inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) ou
d’anticorps monoclonaux (AcM). Cela s’explique par le réle crucial joué par ces récepteurs
dans la prolifération cellulaire et I’accroissement de la masse tumorale et leurs interventions

dans la carcinogénése de différents cancers [4].

Dans notre travail, nous étudions la surexpression et I’amplification de HER2 dans une
variété de cancers : les cancers de I’estomac, de ’ovaire et de la vessie par le biais des
techniques d’immunohistochimies et techniques de biologie moléculaire (Hybridation In Situ
par Fluorescence « FISH »). Nous étudions également le profil anatomo-clinique des cancers
de ces localisations au niveau du service de pathologie (anatomie et cytologie pathologiques)

du Centre Hospitalo-Universitaire de Sidi Bel Abbés.
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1.1 La famille des récepteurs de type | des facteurs de croissance

Les facteurs de croissance et leurs récepteurs sont classés en fonctions du mécanisme de
I’activation de ces récepteurs : la classe principale est les récepteurs transmembranaires de type
tyrosine kinase (RTK), en raison, en particulier, de leur réle crucial dans la croissance et le
développement, comme la division cellulaire, la survie, 1’angiogenese, 1’adhésion, la
différenciation, la migration et 1’invasion [5]. Une altération du signal a leur niveau peut ainsi

déstabiliser ces processus et contribuer a la transformation maligne [5,6].

1.2 Membres de la famille et homologies

La famille des récepteurs de type | des facteurs de croissance, ou famille des récepteurs ErbB
(HER pour Human Epidermal Growth Factor Receptor) comprend quatre récepteurs a activité
tyrosine kinase, sont ErbB1(R-EGF ou HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) et ErbB 4
(HERA4) (fig.1) [7]. lls presentent des homologies de séquences importantes [8], en particulier
au niveau du domaine a activité tyrosine kinase. Pour HER3 cependant, plusieurs acides aminés
indispensables a cette activité sont substitués et sa kinase est déficiente. Les plus grandes
divergences de séquence entre les quatre récepteurs concernent leurs extrémités C terminales,

les signaux transmis seront donc différents d’un récepteur a I’autre.

1.3 Ligands des recepteurs HER

Trés schématiquement, les ligands des récepteurs de type | des facteurs de croissance peuvent
étre classés en quatre groupes en fonction de leurs spécificités [9]. Le premier groupe est
constitué de I’EGF (Epidermal Growth Factor) du TGFa (Transforming Growth Factor a) et de
I’AR (amphiréguline), ligands spécifiques de R-EGF. La BTC (bétacelluline), I’'HB-EGF
(Heparin Binding EGF-like growth factor) et I’épiréguline, qui sont des ligands communs a R-
EGF et HER4, forment le second groupe. Les NRG-1 et NRG-2 (neurégulines 1 et 2)

constituent le troisiéme groupe, elles se fixent sur HER3 et HER4. Enfin, le dernier groupe
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rassemble les NRG-3 et NRG-4 (neurégulines 3 et 4), ligands de HER4. A I’heure actuelle,

aucun ligand capable de se lier spécifiquement a HER2 n’a été isolé (fig.1) [5].

La famille des recepteurs HER

TGF-a
EQF ) Heregulin
Eplregullq (neuregulin-1)
Betacellulin Heregulin Epiregulin
HB-EGF (neuregulin-1) HB-EGF
Amphiregulin Neuregulins-2,3,4

Domaine ’

de liaison
au ligand

Domaine trans=&
resosaivy
* Domaine 9
tyrosine -
kKinase Erb.B1 Erb-B2 Erb-B3
EGFR HER2/neu HER3 Erb-B4
HER1 HER4

Figure 1: La famille des récepteurs HER [5].
|.4 L’oncogéne HER2

Le produit de I’oncogéne HER?2 est une protéine transmembranaire de la famille des récepteurs
de type I des facteurs de croissance. Cette caractéristique lui confére un statut particulier au sein

de cette famille.

1.4.1 Différentes dénominations

En 1985, plusieurs équipes ont isolé indépendamment le méme oncogéne. Elles 1’ont appelé
simultanément HER2 (pour Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) [10] et c-erbB2 [11,
12] a cause de ses similitudes avec le géne du récepteur de I’Epidermal Growth Factor (R-EGF)
et avec I’oncogene v-erbB du virus de I’érythroblastose aviaire. HER 2 est aussi I’homologue
humain du gene NEU, isol¢ de cellules de neuroglioblastomes induits chez le rat par 1’érythyl-

nitroso-urée. Localise sur le bras long du chromosome 17 (17 q 21.1) [10], HERZ2 code pour un
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récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase, la p185. C’est un des quatre membres de

la famille des récepteurs de type | des facteurs de croissance, ou famille des récepteurs ErbB.

1.4.2 Structure de la protéine p185 codée par HER2

Cette protéine, constituée de 1 255 acides aminés présentent domaines distincts. Le domaine
extracellulaire se compose lui-méme de quatre régions. Les deux zones particuliérement riches
en cystéines, ou sous- domaines II et IV, contribuent a I’agencement spatial de la protéine. Les
sous- domaines | et III correspondent aux sites de fixation du ligand. C’est aussi niveau du

domaine extracellulaire que se situent les sites de glycosylation de la protéine.

Le domaine transmembranaire, trés hydrophobe, permet 1’ancrage du récepteur dans la
membrane plasmique. Le domaine intracellulaire comprend le domaine a activité tyrosine
kinase ou se trouve le site de fixation de I’ATP indispensable a 1’activité catalytique, et un
domaine C terminal ou sont groupés des sites d’autophosphorylation (des résidus tyrosine)

participant & la signalisation intracellulaire [13] (fig.2).

Figure 2: Structure de la protéine p185 codée par HER2 [13].
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1.4.3 Signalisation

Quand un des ligands se fixe sur son récepteur, il provoque sa dimérisation. Les dimeres induits
par la fixation d’un ligand sont constitués de deux récepteurs identiques (homodiméres) ou
differents (hétérodiméres). Deux des dix combinaisons possibles présentent une particularite.
Les homodiméres de HER3 ne sont pas fonctionnels puisque leur kinase est déficiente. Les
homodiméres de HER2 ne sont induits par aucun ligand. L’absence de ligand spécifique de
HER2 n’est pourtant pas un obstacle a son activation : elle est provoquée par les ligands de R-
EGF, HER3 et HER4, via la formation d’hétérodiméres. En fait, HER2 est un corécepteur
commun a tous ces ligands qui possédent un site de basse affinité pour HER2 en plus du site de
haute affinité pour leur(s) récepteur (s) spécifique (s) [14] et cette propriété est accrue par la

surexpression de HER2 [15].

Aprés dimérisation, le récepteur activé et phosphorylé, diverses molécules adaptatrices (Shc,
Grb2, P85, etc) ou dotées d’activité enzymatique (Src, PLC-gamma) sont recrutées. Elles vont
ensuite activer diverses voies de signalisation, entre autres, la voie MAP kinase (mitogen-
activated protein kinase) par la cascade Ras-Raf-Merk,Erk, ou la voie de la PI3-kinase, ce qui

aboutit a ’activation de différents facteurs de transcription (fig. 3) [16].
1.5 Ciblage thérapeutique de HER

1.5.1 Inhibition HER

Les altérations oncogéniques de I’interaction facteur de croissance-récepteur et leurs voies de
signalisation sont nombreuses qui peuvent se manifester par un découlement des signaux
mitotiques trés puissants [17], aboutissant a des conséquences cliniques néfaste. Elles

constituent actuellement autant de cibles potentielles pour une approche thérapeutique [5].
Toutes les stratégies qui visent a cibler HER2 se base sur soit :

e Larépression de sa transcription par thérapie genique,
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e L’inhibition spécifique de son activité tyrosine kinase par des petites molécules qui
empéche la phosphorylation et I’activation des voies de signalisation descendantes,
e Son blocage par des anticorps monoclonaux, orientés sur le récepteur empéchant la

fixation des ligands [18].

Nous ne pouvons pas négliger I’implication d’autres paramétres dont on ne peut exclure les
trois autres récepteurs de la famille compte tenu des interactions privilégiées qui existent entre

HER?2 et R-EGF, HERS, HERA4.

En 1998, la société Genentech développe le premier traitement anti-cancereux ciblant le
bloquage de I’action de 1’oncorécepteur HER2, un anticorps monoclonal humanisé a visée
thérapeutique, trastuzumab (Herceptin®) qui a obtenu I’AMM (autorisation de la mise sur le
marché) et qui a été approuvé la Food and Drug Administration (FDA) constitue un traitement
adapté aux patientes dont la tumeur surexprime HER2 [19, 20]. Le pertuzumab (Omnitarg®) est

un anticorps monoclonal dirigé contre HER2, connu sous le nom de 2C4 (fig.4) [21].
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EGF BTC 1
Tora e NRG-1 NRG-3
NRG-2 NRG-4
Ligands
= signal extérienr
Récepteurs
= initiatenrs

Adaptateurs et
voies de
signalisation

= wiédiatenrs
intracellulaires

Facteurs de
transcription

= ¢ffectenrs

Résultats

Figure 3: Les voies de signalisation causées par HER [16].

La Représentation schématique de la redistribution de I'information au sein du réseau de signalisation des ligands « EGF » et de leurs

récepteurs. Les ligands de la famille « EGF » se lient avec plus ou moins de sélectivité aux récepteurs (numérotés de 1 a 4 ; en vert, orange €|
bleu clair), entrainant la formation de différents diméres. ErbB2 ne possede pas de ligand, et ErbB3 est dépourvu d’activité kinase. Une fois le
récepteurs activés et phosphorylés, diverses molécules adaptatrices (Shc, Grb2, p85...) ou dotées d’activité enzymatique (Src, Plc-gamma) son
recrutées (en violet). Elles vont ensuite activer diverses voies de signalisation (entre autres la voie MAP kinase représentée ici par la cascads
Ras-Raf-MEK-Erk, ot la voie de la PI3-kinase avec la p110 et PKB ; en bleu foncé), ce qui aboutit a I’activation de différents facteurs dq
transcription (en jaune). Le type et le degré d’activation des voies enclenchées, et donc le résultat final, dépendent a la fois des ligands et de

[

diméres de récepteurs impliqués [16]
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Figure 4: Les voies d’inhibition des HER [21].

Plusieurs molécules sous forme des anticorps humanisés ou des petites molécules ; ont été
découvertes en se bloquant les diverses cascades moléculaires des voies de signalisations des

ErbB (cf. tableau 1) [17, 19, 20, 21].

Tableau 1: Exemples de molécules ciblant les récepteurs ErbB

Molécules Cible
Trastuzumab (Herceptin®) ErbB2
Pertuzumab (omnitarg®) ErbB2
Cetuximab (Erbitux®) EGFR
Matuzumab (EMD7200) EGFR
Paniuumumab (ABX-EGR) EGFR
Gefitinib (Iressa®) EGFR (inhibition de ’activité tyrosine kinase)
Erlotinib (774, Tarceva) EGFR (inhibition de ’activité tyrosine kinase)
Lapatinib (GW 2016) EGFR+ ErbB2 (inhibition de I’activité tyrosine kinase)

1.5.2 Trastuzumab
Il est admis que le trastuzumab doit étre propose uniquement quand la tumeur surexprime
HERZ2, c'est-a-dire HER2-3+ en immunohistochimie (HIC) surexpression de la protéine ou bien

positive en Hybridation in situ par fluorescence ou chromogénique (FISH/CISH) amplification




Chapitre | L’oncogene HER? et ciblage thérapeutique

du geéne, selon les recommandations pour la pratique clinique (RCP), Saint-Paul-de-Vence

2007.La fixation de 1’anticorps monoclonal humanisé trastuzumab :
e Inhibe la voie de signalisation HER2 dans les tumeurs HER2-positives.
= Prévient I’activation de HER2 en bloquant le clivage de son domaine extracellulaire.
= Active la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps.

Il s’agit donc d’une thérapie ciblée et 1’évaluation de son efficacité que ce soit en situation
métastasique [20], adjuvante [22] ou néoadjuvante [23], thérapie ciblée/ chimiothérapie/

hormonothérapie ou associations, a fait I’objet de plusieurs essais thérapeutiques.

1.5.2.1 Application du trastuzumab dans le cancer du sein

Les premiéres études ont testé le trastuzumab en monothérapie ou en combinaison avec la
chimiothérapie chez des patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique avec HER2+,
notamment 1’étude menée par Slamon et al en 2001 (fig.5) avec des taux de réponse

significatifs [20] (cf. tableau 2).

Paclitaxel
(n =96)
AC adjuvant
/Patients avec cancer \ Trastuzumab
Sei ) \ + Paclitaxel
ein métastatique (n = 99)
HER2+ (IHC 2+/ 3+),
pas de chimiothérapie AC
préalable
k ) ) / Pas d’AC (n = 13R)
en adjuvant
Trastuzumab
# + AC
(n=143)

Figure 5: Essai “pivotal” de Phase III dans le cancer du sein métastatique [20].
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Tableau 2: Les résultats de 1’étude “pivotale”.

Traitement Taux de Réponses Median Median OS (Mois)
Objectives, % TTPMois,

Chimiothérapie 32 4.6 20.3

Chimiothérapie + 50 7.4 25.1

Trastuzumab

Cing autres études ont comparé une chimiothérapie, anthracycline/taxane, avec ou sans
trastuzumab, en situation adjuvante. Une analyse commune de deux études nord-américaines
(NSABP B-31 et NCCTG N -9831) aux protocoles similaires a trouvé aussi bien un
allongement significatif de la survie sans signes de progression de la maladie (85% vs. 67%)
qu’un avantage significatif de la survie globale (91%vs. 87%) dans le groupe trastuzumab [22].
Ces résultats ont été confirmés par 1’étude HERA, réalisée principalement dans des centres

européens [24] (cf. tableau 3).

Tableau 3: Etudes sur le trastuzumab en adjuvant.

Etude Régime de Nombre de | Follow-up Survie sans | Survie
traitement patients moyen progression | globale
NSABP B-31 + | CT seule 1679 67% 87%
by TON = et trastuzumab | ;57 24 mois 85% 91%
HERA CT seule 1698 74% 90%
CT trastuzumab 1703 24 mois 81% 92%

Plusieurs études multicentriques néoadjuvantes récentes et en cours abordent les avantages et
la toxicité 1’association d'agent unique ou double ciblant le récepteur épidermique humain du

facteur de croissance 2 (HERZ2) avec la chimiothérapie.

L’étude du protocole thérapeutique du cancer du sein en situation néo-adjuvant, était 1’Object
de plusieurs essais européens, a savoir NeoALTTO (BIG/EGF 106903), une etude de phase I,
randomisée, ouverte, multicentrique, comparant I'efficacité du lapatinib, trastuzumab et la
combinaison lapatinib et trastuzumab avec une chimiothérapie par paclitaxel dans le cancer du

sein primaire HER2/ErbB2 surexpression et / ou amplifié(fig. 6) [25].

10
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— | Lapatinih 1500 mg/d
Paclitaxel 80 mg/m?

®» m

Lapatinib 1000 mg/d*

m=GAXCH-IO0

Paclitaxel 80 mg/m?

6 sem +12
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*Amendement-2 October 2008, réduction de dose du lapatinib & 750 mg/jr
avec le paclitaxel ( 54/152 patientes)

Figure 6: NeoALTTO schéma de I’étude [25].

Au total, 450 patientes ont été randomisées. Les taux de I’efficacité de chaque régime
thérapeutique, estimé par la réponse pathologique compléte (PCR) de 1’étude NeoALTTOa
montré un taux de 1’ordre 20% a 30% avec une monothérapie ciblant de HER2 (lapatinib ou
trastuzumab) plus paclitaxel, et un taux de l'ordre 50% avec une bithérapie ciblant HER2
(combinaison lapatinib et trastuzumab) plus paclitaxel. Les différences ne sont pas
statistiquement significatives entre lapatinib, paclitaxel et trastuzumab, paclitaxel (p=0.34). En
revanche la différence est statistiquement significative entre trastuzumab, paclitaxel et la
combinaison (lapatinib et trastuzumab) plus paclitaxel (p=0.0001) (fig.7). La triple association

validant le double blocage d’HER2 (deux anticorps monoclonaux) [25].

11
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Figure 7: Les taux d’efficacité de I’étude NeoALTTO [25].

L’étude néoadjuvante de pertuzumab et d’Herceptin (NeoSPHERE), multicentrique,
randomisée de phase Il, visant a évaluer quatre traitements avant chirurgie sur 417 patientes
atteintes d’un cancer du sein, localement avancé ou inflammatoire, HER2 positif (fig. 8). Les

traitements étaient délivrés en 4 cycles a 21 jours d’intervalle [26].

3Isemxd
TH (n=107
Patientes avant docl:etaxel ]1- S FEC /3 sem x 3
ayan — —— trastuzumab /3 sem cycles 5-17
un cancer du trastuzumab cy
sein HER2+ u
opérable ou THP (n=107) R
localement docetaxel + FEC /3 sem x 3
avance/ trastuzumab + G + trastuzumab /3 sem cycles 5-17
inflammatoire | Pertuzumab
E
Pas de =
tr:istement :-ll'gs{tr:lz.:.le:;b + R Docetaxel 3 sem x 4-FEC /3 sem x 3
préalable & pertuzumab Trastuzumab /3 sem cycles 5-17
tumeurs Y
»Zcm _
;Ecl::t_a?cill + FEC /3 sem x 3
pertuzumab trastuzumab /3 sem cycles 5-21
T: Docetaxel 75-+100 mg/m*; H: Trastuzumab [8—6 mg/kg) ; P: Pertuzumab [840—420 mg)

Figure 8: NeoSPHERE schéma de 1’étude (N=417) [26].

Les résultats en termes de réponse pathologique compléte (PCR) en intention de traiter sont de

I’ordre 20% a 30% avec une monothérapieciblant de HER2 (pertuzumab ou trastuzumab), et
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un taux de l'ordre 46% avec une biothérapie ciblant HER2 (combinaison pertuzumab et
trastuzumab) (fig.9). Les conclusions de cette étude sont que le taux de PCR est
significativement supérieur avec le double blocage trastuzumab-pertuzumab, que la tolérance
est excellente et qu’un certain nombre de tumeurs peuvent étre éradiquée sans chimiothérapie

[26].

p = 0.0198
50 = p= 0.0141 | p= 0.003
o 40
R
g 8
-+ a8
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& 20 |
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10 24.0
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0 T T 1
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H: trastuzumab; P: pertuzumab; T: docetaxel

Figure 9: Les taux d’efficacité de I’étude NeoSPHERE [26].

1.5.2.2 Application du trastuzumab dans le cancer de I’estomac

Une étude internationale ToGA, randomisée, multicentrique de phase 111, qui a fait preuve de
I’efficacité du trastuzumab dans le cancer de 1’estomac. Cing cent quatre-vingt-quatre patients
(sur 3800 patients testés) ayant un cancer gastrique ou un cancer de la jonction gastro-
oesophagienne HER2 positif a un stade avancé (récurrent, métastatique ou inopérable) ont été

inclus dans cette étude.

Les patients ont été répartis au hasard pour recevoir un des deux traitements suivants :
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e 5-FU (800 mg/mj en pc J1-5) ou capécitabine (1000 mg/mz2 2xj, J1-14) + cisplatine
(80 mg/m?) 3 x par semaine, pendant 6 cycles (n = 290)

e 5-FU (800 mg/m#j en pc J1-5) ou capécitabine (1000 mg/mz2 2xj, J1-14) + cisplatine
(80 mg/m?) 3 x par semaine, pendant 6 cycles, pendant 6 cycles + trastuzumab (8
mg/kg dose de charge suivie de 6 mg/kg) 3 x par semaine. Administration jusqu’a la

progression de la maladie (n = 294).

L’objectif principal de 1’étude consistait a étudier et a comparer 1’efficacité globale du groupe

traité par chimiothérapie + trastuzumab a celle du groupe recevant la chimiothérapie seule.

L’¢étude ToGA a montré la supériorité de 1’association trastuzumab a la chimiothérapie en ce
qui concerne la survie globale : 13,8 vs 11,1 mois dans les cancers gastriques ou les cancers

de la JOG a un stade avancé HER2+ [27].

1.6 Expression tissulaire de HER2

La famille HER a été remarquablement conservée lors de I’évolution. L’expression des
différents récepteurs de cette famille est retrouvée dans pratiqguement tous les tissus humains
[2]. La surexpression de HER2 a été évaluée dans de nombreux types tissulaires, avec des
valeurs extrémement variables et souvent discordantes selon les méthodes utilisées. Nous
reprendrons ici des données récentes de la recherche de I’expression ou de I’amplification de

HER2 dans différents type tissulaires humains.

1.6.1 Le sein

Dans le tissu mammaire normal et hyperplasique (y compris les hyperplasies atypiques),
I’expression de HER2 est basale, en moyenne, il est surexprimé dans plus 50% des carcinomes
canalaires in situ, dans 15 a 25% des carcinomes canalaires infiltrants [20, 28, 29], dans plus
60% des carcinomes inflammatoires et dans de 90% des maladies de Paget du mamelon

[30].Pour les carcinomes canalaires infiltrants, la surexpression de HER2 est associée a un
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phénotype particulier : haut grade, nombreuses mitoses, nécroses, infiltrat lymphoide, altération
de P53, absence de réceptivité hormonale (progestérone), négative de BCL2 [31, 32]. On
retrouve aussi une association avec des formes graves de la maladie comme par exemple des
métastases précoces. Cette surexpression est retrouvee le plus souvent dans de grandes cellules,
tres atypiques (carcinomes canalaires infiltrants de grade SBR I11). Par contre, classiquement

les tumeurs lobulaires « classique » ne présentent pas de surexpression de HER2 [29, 33].

1.6.2 Carcinomes gastriques
Les niveaux d’expression sont suffisamment significatifs pour justifier la mise en place d’essais
cliniques évaluant I’efficacité des thérapeutiques ciblées dans cette localisation [34] qui

représentent 20% des cas selon les résultats définitifs de I’étude ToGA [27].

1.6.3 Autres organes (implications thérapeutiques)

Les données de la littérature sont hétérogénes, voire contradictoires [30,35]. Ceci vient en
grande partie de 1’hétérogénéité des populations étudiées et des techniques utilisées. Le tableau
(cf. tableau 4) rapporte une synthese des données récentes de la littérature concernant la

surexpression de HER2.

1.6.3.1 Carcinomes urothéliaux

Dans les cancers de la vessie, la surexpression de HER2 est présente dans 30-40% des cas dans
la plupart des études de la littérature et est corrélée a un grade et un stade plus élevé. Une étude
toute récente montre une corrélation étroite entre une expression de HER2 dans la tumeur
vésicale (81%) et ses métastases (67%). Plusieurs études sont en cours afin d’évaluer I’efficacité

du trastuzumabe dans ce type de tumeur [36].
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1.6.3.2 Tumeurs épithéliales de I’ovaire
Le niveau de surexpression de HER2 compris entre 14 et 20% dans les etudes les plus récentes,

justifie la mise en place d’essais ciblant HER2 dans cette localisation [37].

1.6.3.3 Carcinomes bronchopulmonaires

Les données de la littérature sont en faveur d’un niveau d’expression plus bas de HER2 dans
les carcinomes bronchopulmonaires non a petites cellules décrit. En particulier des taux de
surexpression forte (3+) sont bas, de I’ordre de 8 a 3 % et les taux d’amplification sont de I’ordre
3 %. Une surexpression de HER2 est observée surtout dans les adénocarcinomes plus que des
carcinomes malpighiens ou a grandes cellules. La plupart des études évaluant les thérapeutiques
ciblant HER2 sont peu concluantes et cette cible semble & ce jour moins pertinent

qu’initialement prévu [38].

1.6.3.4 Carcinomes colorectaux, prostatiques

Les données de la littérature montrent des taux plus faibles d’expression de HER2 dans les
carcinomes colorectaux [39] et prostatiques [40]. Une étude récente montre ainsi, pour les
carcinomes colorectaux, des taux d’amplification de 1’ordre de 2,4% et de surexpression de
I’ordre de 3,6% [39]. Ces tissus ne sont plus considérés comme des cibles thérapeutiques

prioritaires pour les thérapeutiques.

1.6.3.5 Autres types tumoraux

De méme, les mélanomes, les carcinomes hépatocellulaires, les carcinomes a cellules rénales,
les carcinomes malpighiens (cesophage, col utérin) et les sarcomes en général [41] ne sont pas
des indications a priori d’un ciblage de HER2. Cependant, une population récente de Nuciforo
et al., rapporte une surexpression de HER2 dans les sarcomes synoviaux et son association a
un meilleur pronostic [42]. Ces résultats demandent a étre confirmés sur de plus grandes séries

de patients porteurs de sarcomes. Ce ciblage est a évaluer dans des pathologies rares comme les
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tumeurs de Wilms (néphroblastome) ou le taux de surexpression de HER2 est tres élevé (51%

selon des données de Genentech) [30] (cf. tableau 4).

Tableau 4: Données récentes de la littérature concernant la surexpression de HER2.

Pourcentages de la | Données Koeppen et al 2001
littérature [30] GENENTECH (%) | [35] (IHC 2+ et 3+)
(%)

Urothélial 27-63 44 13

Ovarien 18-43 14 -

CBPNPC 13-55 14 28* (ADK)

Colorectal 33-85 11 17

Pancréas 31-80 26 1

Endometre 10-52 14 -

Téte et cou 16-50 10 0

Rénal 22-36 11 0

(Esophage 10-26 6 -

Estomac 21-64 8 11**

Prostate 5-46 3 8

Tumeur de - 51 -

Wilms

Mélanome - 0 0

Hépatocarcinome | - - 0

CBPNPC : carcinome bronchopulmonaire non a petite cellules, ADK : adénocarcinomes.

* . dont une minorité de cas 3+ (1/29 cas).

** : dont une majorité de cas 3+.
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Chapitre 11 Rappel anatomo-histo-pathologique de [’estomac

11.1 L’anatomie fonctionnelle de I’estomac

11.1.1 Configuration externe, situation et structure
L'estomac est le segment dilaté du tube digestif entre I'cesophage et le duodénum. 1l est localisé

au sein de I'étage sus-mésocolique au niveau de I'nypochondre gauche et de I'épigastre.

o L’estomac peut étre divisé en 2 parties :
e La portion verticale : formée par la grosse tubérosité et le corps de I'estomac,
e La portion horizontale : constituant I'antre, région évacuatrice de I'estomac.
e Lajonction entre les deux portions forme la petite tubérosité [39, 40, 43].
o L’estomac comprend quatre grandes régions :
e Le cardia entoure sont orifice supérieur, situé au niveau de I’abouchement de
I’cesophage. L’estomac se recourbe ensuit vers le haut.
e Le Fundus : la partie qui se situe a gauche et au-dessus du cardia.
e Le corps de ’estomac : au-dessous de ce dernier se trouve la partie centrale et
la plus volumineuse de 1’organe,

e Lepylore : larégion étroite au bas, qui fait la jonction avec le duodénum par le

sphincter pylorique (fig. 10) [44, 45, 46].
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Figure 10: Partie abdominale de 1’estomac (Vue antérieure) [47].
11.1.2 Vascularisation
11.1.2.1 Vascularisation artérielle
Les arteres gastriques sont toutes issues du tronc cceliaque. Elles se regroupent en :
e Cercle artériel de la petite courbure (issu de la coronaire stomachique qui est I’artére
principale de 1’estomac et de la pylorique).
e Cercle artériel de la grande courbure (issu des arteres gastro-épiploiques droite et
gauche).
La vascularisation gastrique est renforcée par les vaisseaux courts issus de 1’artére polaire

superieure de la rate (branche de I’artére splénique) (fig.11) [45, 46, 47].
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Figure 11: Vascularisation artérielle de I’estomac [47].
11.1.2.2 Vascularisation veineuse
Les veines gastriques sont satellites des artéres gastriques. Les veines gastriques gauches (veine
coronaire stomachique) et droite (veine pylorique) se jettent dans la veine porte ; les veines
gastriques courtes et gastro-épiploiques gauche sont des affluents de la veine splénique ; celle-
ci rejoint la veine porte. Une veine prépylorique remonte sur le pylore pour déboucher dans la

veine gastrique droite (veine pylorique) (fig.12) [45, 46, 47].
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Figure 12: Vascularisation veineuse de 1’estomac [47].

11.1.2.3 Drainage lymphatique
Trois territoires sont décrits concernant le drainage lymphatique de I'estomac :

e Le territoire de la chaine ganglionnaire coronaire stomachique,

e Le territoire de la chaine ganglionnaire splénique,

e Le territoire de la chaine ganglionnaire hépatique. [45, 46, 47, 48, 49].
La Japanese Research Society for Gastric Cancer (JRSGC) a défini en 1981 les regles générales
de la chirurgie du cancer gastrique en donnant a chaque groupe ganglionnaire ; formant ces 3
territoires ganglionnaires ; une numérotation individuelle [48].
IIs sont au nombre de 16, et sont respectivement :

v" Groupe 1 : Le groupe cardiaque postérieur,

v" Groupe 2 : Le groupe cardio tubérositaire gauche,

v" Groupe 3 : Le groupe ganglionnaire de la petite courbure,

v" Groupe 4 : Ganglions de la grande courbure,

v" Groupe 5 : Groupe de l'artere gastro-duodénale et rétropylorique,

v Groupe 6 : Groupe sous pylorique et de l'artére gastro-épiploique droite,

v" Groupe 7 : Groupe ganglionnaire de la faux de la coronaire stomachique,
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v

Groupe 8 et 9 : Groupe de I'artére hépatique,

Groupe 10 et 11 : Groupe ganglionnaire de la chaine splénique,

Groupe 12

Groupe 13:

Groupe 14 :

Groupe 15

Groupe 16 :

: Groupe duodéno-pancréatique,

Groupe ganglionnaire de la face postérieure de la téte du pancréas,

Ganglions du pédicule mésentérique supérieur,

: Ganglions para-colique transverse,

Ganglions para-aortiques [50] (fig. 13).
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Figure 13: Numérotation des différents sites ganglionnaires selon la Japanese Research

Society for Gastric Cancer [48].

Ces groupes sont répartis en trois régions qui permettent de définir 4 niveaux de dissection

ganglionnaire et qui sont appelés D1, D2, D3, D4. Grossiérement, le niveau de dissection D1
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emporte les Groupes ganglionnaires de 1 jusqu'a 6 ; le niveau de dissection D2 emporte les
Groupes ganglionnaires de 7 jusqu'a 11 ; le niveau de dissection D3 emporte les Groupes
ganglionnaires de 12 jusqua 14 et le niveau de dissection D4 emporte les Groupes

ganglionnaires de 15 et 16 [48, 49,50].

11.2 Histologie
L’estomac comme chaque partie du tube digestif posséde quatre tuniques ou couches dont la
nature et I’épaisseur varient suivant les besoins physiologiques des régions. Ces couches sont :

la muqueuse, la sous-mugueuse, la musculeuse et la séreuse ou adventice [51].

e La muqueuse : Le tube digestif est tapissé d’une muqueuse qui formée de trois
couches : un épithélium simple prismatique non ciliés en contact direct avec le continue
du tube digestif ; une couche sous-jacente de tissu conjonctif aréolaire appelée chorion ;
et une couche mince de tissu musculaire lisse, la muscularis mucosae. Les contractions
de la muscularis mucosae créent des replis dans la muqueuse, ce qui augmente la surface
digestion et I’absorption. La muqueuse contient €également, sur toute sa longueur, du
tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT, mucosa-associated lymphoid tissue),
dont les cellules s’attaquent aux agents pathogénes qui tentent de s’introduire dans
I’organisme en traversant la paroi du tube digestif.

e |a sous-muqueuse est composée d’un tissu conjonctif aréolaire qui fixe la muqueuse
a la musculeuse. Cette derniére possede trois couches de tissu musculaire lisse, plutdt
que deux : une couche longitudinale externe, une couche circulaire moyenne et couche
oblique interne. Elle compte de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques qui
recoivent les molécules d’aliments absorbée. Elle contient aussi les réseaux de neurones

qui font partie du systeme nerveux entérique (SNE), ou « cerveau de I’intestin ». Les
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neurones du SNE contenus dans la sous-muqueuse régissent les secrétions produites par

les organes du tube digestif.

e La musculeuse comme son nom indique, est épaisse couche de muscles.

e Laséreuse est la couche superficielle qui entoure les organes du tube digestif situé sous

le diaphragme. Elle se compose de tissu conjonctif aréolaire et d’épithélium simple

pavimenteux,

et sécrété un liquide aqueux, le liquide péritonéal, qui permet au tube

digestif de glisser facilement sur les autres organes, elle est faite partie du péritoine

viscéral (fig. 14) [51, 52].
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Figure 14: Coupe histologique de I’estomac [52].

Quand I’estomac est vide, la muqueuse forme des grands plis, appelés plis gastriques. La

surface de la muqueuse est une couche de cellules épithéliales simples prismatiques non ciliées
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appelées cellules & mucus superficielles. Les cellules épithéliales s’efforcent vers intérieur et
forment des colonnes de cellules sécrétrices appelées glandes gastriques qui débouchent sur
un grand nombre de dépressions étroites, les cryptes de I’estomac. Les sécrétions des glandes

gastriques se déversent dans chacune des cryptes, puis dans la lumiére de 1’estomac.

Les glandes gastriques contiennent trois types de cellules exocrines :

= Les cellules a mucus de collet et cellules @ mucus superficielles sécrétent de mucus

= Les cellules principales sécrétent des enzymes digestives inactives les pepsinogéne.

= Les cellules pariétales produisent de 1’acide chlorhydrique, qui tue de nombreux
microorganisme présent dans les aliments et aide a convertir le pepsinogéne en son
frome actif, pepsine et sécrétent également les facteurs intrinseques, qui sont nécessaire
a I’absorption de la vitamine B12. Ensemble, les sécrétions des cellules a mucus, des
cellules principales et les cellules pariétales forment le suc gastrique. Les cellules G,
soit les cellules endocrines des glandes gastriques, sécretent la gastrine dans la
circulation sanguine, cette hormone influe sur plusieurs aspects de 1’activité gastrique

(fig.15) [51, 52].
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Figure 15: Vue transversale de la muqueuse gastrique, avec ses glandes gastriques et les types
de cellules qui la composent [52].

11.3 Les classifications histopathologiques

11.3.1 Adénomes et néoplasie intra-épithéliale
Les adénomes ont un risque de transformation maligne plus élevé selon leur taille (50% si

tumeur >2cm) et leur type histologique (risque accru pour les adénomes plans).

Fréquemment, les adénocarcinomes se développent a partir de lésions de gastrique chronique

atrophique avec métaplasie intestinale. En absence d’adénocarcinome adjacent, il est utile de
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préciser si ces lésions s’accompagnent de néoplasie intra-épithéliale (ou dysplasie) qu’il faut

alors grader selon la classification de Vienne (qui s’applique a tout I’appareil gastro-intestinal) :

Indemne de NIE (néoplasie intra-épithéliale).
Indéterminé pour une NIE (en cas de lésions régenératives liees a des
érosions/ulcérations).
Avec NIE de bas grade.
Avec NIE de haut grade :
o Adénome/dysplasie de haut grade.
o Adénocarcinomes in situ (intra-épithélial) non invasif.
o Adénocarcinomes in situ (intra-épithélial) doute sur I’invasion du

chorion

e Adénocarcinome invasif :

o Invasion du chorion ou de la musculaire muqueuse.

o Invasion de la sous-muqueuse ou plus [53, 54, 55, 56, 57] .

11.3.2 Carcinomes

Selon la classification histologique de I’OMS nous distinguons :

Adénocarcinome papillaire (tumeur exophytique, bien différenciée)
Adénocarcinome tubuleux (bien, modérément ou peu différencié)
Adénocarcinome mucineux (colloide muqueux) (>50% de composante mucineuse)
Adénocarcinome a cellules indépendantes (>50% de cellules indépendantes)
Carcinome adénosquameux

Carcinome épidermoide

Carcinome a petites cellules

Carcinome indifférencié
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Les adénocarcinomes de type intestinal sont bien ou modérément différenciés et sont associés
a des lésions de métaplasie intestinale. Les adénocarcinomes de type diffus sont plus infiltrats,
peu différenciés, fiats de cellules peu cohésives et associés a un stroma desmoplasique. Ces
formes sont principalement représentées par les carcinomes a cellules indépendantes de la
classification de I’OMS et ne sont généralement pas associées a une gastrite chronique

atrophique avec métaplasie intestinale [53, 54, 55, 56, 57].

1.4 Classification des carcinomes de I’estomac

11.4.1 Classification TNM (Taille, nombre de ganglion, métastases)

e pTis: Carcinome in situ

e pT1: Tumeur infiltrant le chorion de la muqueuse (T la), la musculaire muqueuse (T 1a)
ou la sous-muqueuse (T1 b)

e pT2: Tumeur infiltrant la musculeuse

e pT3 Tumeur infiltrant la sous-séreuse sans atteinte du péritoine viscéral ou des
structures adjacentes

e pT4: Tumeur infiltrant le péritoine viscéral (T4a) ou les structures adjacentes (T4b)

e pNO : Absence de métastase ganglionnaire

e pN1:1a2ganglions lymphatiques régionaux métastatiques

e pN2: 3 a6 ganglions lymphatiques régionaux métastatiques

e pN3:7 ganglions lymphatiques régionaux métastatiques (3asi 7 a 15 ; 3b si 16 et plus)

e pMO : Absence de métastase a distance

e pM1 : métastase a distance

Les sites mésentérique, para-aortique, rétro-pancréatique sont considérés dans la catégorie des

métastases a distance [58].
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11.4.2 Stades anatomo-clinique
Afin de déterminer le stade anatomo-clinique du cancer de 1’estomac et son extension, ce
systéeme prend en considération la taille de la tumeur, sa dissémination locale vers les ganglions

lymphatique ainsi que sa dissémination a distance (cf. tableau 5) [57, 58].

Tableau 5: Classification en stades des tumeurs gastriques malignes

Stade Taille(T) Nombre de ganglions(N) Metastases (M)
Stade 0 Tis NO MO
Stade 1A T1 NO MO
Stade 1B Tl N1 MO
T2 NO MO
Tl N2 MO
Stade 1A T2 N1 MO
T3 NO MO
T2 N2 MO
Stade 11B T3 N1 MO
T4 NO MO
T2 N3 MO
Stade I11A T3 N2 MO
T4 N1 MO
T3 N3 MO
Stade I11B T4a N2 MO
T4b NO ou N1 MO
Stade I11C T4a N3 MO
T4b N2 ou N3 MO
Stade IV Tout T Tout N M1

Le pronostic des adénocarcinomes de 1’estomac est tres variable en fonction de leur extension
pariétale et métastatique. Les formes precoces ont un bon pronostic avec une survie a 10 ans de
70 a 90%. La présence d’emboles carcinomateux endo-vasculaires est associée a un mauvais

pronostic [53, 54, 55, 56, 57].

11.4.3 Tumeurs mésenchymateuses
La grande majorité des tumeurs mésenchymateuses malignes du tube digestif sont des tumeurs

gastro-intestinales (GIST).
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Ce sont des tumeurs issues de cellules interstitielles de Cajal, associées a une mutation du géne
Kit, ou plus rarement du géne PDGFRA. Les GIST sont localisées dans 1’estomac dans 50-60%
des cas, I’intestin gréle (20-30%), le colon-rectum (10%), 1’cesophage (5%) et le reste de la
cavité abdominale (5%). Histologiquement, les GIST sont principalement de type fuso-
cellulaire, parfois épithéliode et associées a des structures fibrillaires hyalines appelées fibres
skeinoide. Environ 80% des GIST de I’estomac sont peu agressives (Tumeurs a trés faible ou

faible risque) [59].

e Tumeurs musculaires : léiomyome et léiomyosarcome
e Tumeur glomique

e Schwannome

e Lipome

e Tumeur a cellules granuleuses

e Sarcome de Kaposi [53, 54, 55, 56, 57].
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Chapitre 111 Rappel anatomo-histo-pathologique de [’ovaire

111.1 Anatomie des ovaires

111.1.1 Configuration externe et dimensions

L’ovaire posséde une forme ovoide un peu aplatie de dehors en dedans.

L’aspect de I’ovaire change au cours de 1’évolution de I’individu. Sa surface est lisse jusqu'a la
puberté. Elle devient ensuite de plus en plus irréguliere, car elle se couvre de saillies formées
par les follicules de De Graaf en voie d’évolution et de cicatrices consécutives a la rupture de
ces follicules. Apres la ménopause, les ovaires diminuent considérablement de volume, les
saillies folliculaires disparaissent, les cicatrices s’atténuent et la surface de 1’organe tend a

redevenir lisse et réguliére.

La consistance de 1’ovaire est ferme. Sa couleur est blanche rosée chez le vivant, blanc

grisatre sur le cadavre [60].

I11.1.2 Situation et rapports

Au nombre de deux, I’un, droit, I’autre, gauche, les ovaires sont presque entierement libres
et nus dans la cavité péritonéale pelvienne. Seuls leurs bords antérieurs et leurs extrémités sont
reliés d’une part au ligament large par un court méso, d’autre part a la trompe et a I’utérus par
des ligaments recouverts de péritoine. Il s’ensuit que, dans tout le reste de leurs étendus, les

ovaires entrent en rapport avec les organes voisins par ’intermédiaire de la cavité péritonéale

(fig. 16) [60].

Les ovaires sont situés dans la cavité pelvienne dans la fosse ovarique (fossa ovaru)

géneralement appelée « fossette de Krause (1851) ou de Claudius 1865 ».

Les ovaires se situent dans la partie postéro-supérieure de la paroi pelvienne latérale, dans

la bifurcation des vaisseaux iliaques externes.
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Ainsi, ’ovaire repose dans la cavité péritonéale limitée en arriére par les vaisseaux
iliaques internes et les vaisseaux hypogastriques et I’uretére, en haut par les nerfs obturateurs

et la veine iliague externe.

L’excavation péritonéale pelvienne est divisée par un repli musculo- Séreux en un
compartiment antérieur vésical et un postérieur rectal. Ce repli, contenant 1’utérus dans son

dédoublement, constitue les ligaments larges [45, 47].

Franges de la trompe utérine

bbbl Fundus de ['utérus

la trompe utérine )/

Trompe
utérine

Ovaire
Cavité utérine
Endométre Ligament
: propre
Myometre de l'ovaire
Corps
de l'utérus
Col de I'utérus Uretére

Fornix du vagin (portion latérale)

Vagin

Vue postérieure

Figure 16: Appareil génital féminin (\Vue postérieur) [60].
111.1.3 Moyens de fixité

L’ovaire est matineuse dans sa position par le mésovarium et par les ligaments lomo —

ovairien — tubo — (Infundibulo — ovairien ) et utéro — ovarien.

111.1.4 Vaisseaux et nerfs

e Les artéres : Les artéres de I’ovaire proviennent de I’arcade formée par 1’anastomose

des artéres ovariennes et utérines.
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e Les Veines: Forment dans le hile et le mésovarium un plexus tres développé. Les
rameaux qui en partent vont aux veines ovariennes et utérines.
e Les Lymphatiques : Les collecteurs montent le long des vaisseaux utéro- ovariens

jusqu’aux ganglions abdomino-aortiques ou ils se terminent.
A droite, les lymphatiques aboutissent & des ganglions précaves et latéro-caces.

A gauche, les lymphatiques se rendent aux ganglions latero-aortiques et préaortiques, au-

dessous et a partir du pédicule rénal gauche.
Les troncs lymphatiques de I’ovaire s’anastomosent avec ceux de la trompe et de 1’utérus.

Le premier échelon ganglionnaire des lymphatique des ovaires et constitué par les ganglions
latéro-aortiques et accessoirement par un élément de la chaine moyenne des ganglions iliaques

externe.

e Les nerfs: Proviennent du plexus inter-mésentérique par le plexus ovarien qui

accompagne 1’artére ovarienne [46, 47,60].

I11.1.5 Les ligaments larges

Le péritoine des faces et du fond de I’utérus s’étend de chaque c6té, Jusqu’a la paroi latérale
de la cavité pelvienne. Il forme ainsi de part et d’autre de 1’utérus un repli transversal, le
ligament large, qui, de chaque co6té, relie I'utérus a la paroi. La base du ligament large, ou
cheminent a travers un tissu cellulaire dense et résistant, I’uretere, des vaisseaux sanguins, des

lymphatiques, et des nerfs, constitue le parametre des chirurgiens.

En avant, le péritoine se replie et remonte, a hauteur de I’isthme utérin, pour former les

parties latérales du clu-de-sac vecio-utérin.
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En arriéere, le feuillet postérieur du ligament large descend beaucoup plus bas pour

participer a la formation du clu-de-sac de Douglas [46, 47, 60].

111.1.6 Les feuillets du péritoine

Le péritoine est une séreuse composée de deux feuillets :

e Le péritoine pariétal : appliqué sur les parois de cavités abdominales et pelviennes,

e Le péritoine viscéral : constitué par le revétement séreux des organes abdomino-
pelviens, est indissociable des organes qu’il recouvre, cependant au niveau de 1’ovaire,
les épithéliums du péritoine et de I’ovaire s’interrompent brusquement au niveau d’une
ligne qui répond au hile de la glande (ligne de Farre-Waldeyer). L’ovaire est donc libre

non recouvert de péritoine, dans la cavité péritonéale pélvi-abdominal.

Les anses gréles mobiles et le colon sigmoide recouvert du peéritoine viscéral sont en contact

direct a la surface des ovaires [46, 47, 60].

111.2 Histologie
111.2.1 La structure histologique

Chaque ovaire est revétu par un épithélium pavimenteux ou cubique simple (dit
épithélium germinatif) qui, au niveau du hile de I’ovaire est en continuité avec le mésothorium

du repli péritonéal formant le mésovarium.
L’ovaire comprend deux zones :

e La zone corticale : épaisse, située a la périphérie comportant des follicules ovariens,
entre lesquels se trouve un tissu conjonctif particulier (ou stroma ovarien)
e La zone médullaire : située au centre de I’ovaire, comporte : un tissu conjonctif lache,

en continuité d’une part avec celui du mésovarium au niveau du hile et d'autre part
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stroma ovarien, et dans et dans lequel se trouvent des nerfs, des vaisseaux sanguins et

des vaisseaux lymphatiques (fig. 17) [52, 60].
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Figure 17: Coupe histologique de I’ovaire (coupe frontale) [60].

I11.2.2 Variations en fonction de I’age, de la période du cycle menstruel et
de la gestation

111.2.2.1 De la fin de la vie intra-utérine a la puberté
L’ovaire garde une structure inchangée, il n’existe que des follicules primordiaux (environ

400 000).

Le follicule primordial comporte un ovocyte | en début de prophase de la premiere division
(méiose), qui est entouré par une couche unique de 3 a 4 cellules folliculaires aplaties (dérivés
probablement de 1’épithélium germinatif ovarien. Le follicule primordial mesure environ

25micron de diamétre [46, 47,60].

35



Chapitre 111 Rappel anatomo-histo-pathologique de [’ovaire

111.2.2.2 De la puberté a la ménopause

Les follicules primordiaux subissent lors de la premiére moitié du cycle de nombreuses

modifications pour leur croissance et leur maturation :

L’ovocyte 1: augmente de volume, et s’entoure d’une couche fibrillaire dite ‘’zone
pellucide .

Les cellules folliculaires se multiplient et forment plusieurs couches (une dizaine)
autour de I’ovocyte 1.

La granulosa, lorsqu’ elle atteint une certaine épaisseur, se développe en son sein de
petits espaces remplis de liquide folliculaires ; ceux-ci deviennent coalescents et
forment une cavité en forme de croissant (ou antrum).Au fur et a mesure que ’antrum
s’agrandit par accumulation de liquide folliculaire, 1’ovocyte devient excentrique et la
granulosa finit par former une mince couche cellulaire ( membrane granulosa) tapissant
la volumineuse cavité sphérique de I’antrum et entourant (= corona radiata) 1’ovocyte
au niveau d’un épaississement connu sous le nom de Cumulus OOphorus ( ou=Cumulus
Proligere). Les cellules de la granulosa restent séparées de la théque interne par une
épaisse membrane basale.

Le stroma ovarien entourant le follicule s’organise en : une theéque interne riche en
cellules d’aspect épithéliode et en capillaire sanguins, et une theque externe, fibreuse,
contenant des vaisseaux sanguins donnant les capillaires de la theque interne.
L’ovulation survient approximativement au 14°™ jour de cycle, elle n’intéresse qu’un

seul follicule De Graaf.

Au cours de la deuxiéme moitié du cycle, (approximativement du 14°™ au 28°™ jour),

I’ovocyte (devenu ovocyte IT) débute immédiatement sa deuxiéme division (équationnelle) qui

reste bloguée en métaphase. Le reste du follicule se transforme en corps jaune : la paroi, faite
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de cellules folliculaires de la granulosa et de ces cellules de la theque interne, se plisse. Les
cellules de la granulosa proliférent et grossissent, se transformant en grande cellules lutéiniques
(=cellules paraluteiniques). Des travées de tissu conjonctif fibreux partent de la theque externe
et déterminent des cloisons conjonctivo-vasculaire qui contribuent a 1’organisation fibreuse du

caillot sanguin central.

Si I’ovocyte est fécondé, le corps jaune persistera pendant les 6 Premiéres mois de la

grossesse et ensuite dégénérera en laissant une petite cicatrice fobreuse =corpus albicans.

Si ’ovocyte n’est pas fécondé, le corps jaune ne restera fonctionnel que pendant les 14

Jours de la deuxiéme moitié du cycle et se transformera alors en corpus albicans [46, 47, 60].

111.2.2.3 Aprés ménopause
Les ovaires ne contiennent plus aucun follicule d’aucune sorte. Seuls peuvent persister, au sein

d’un tissu fibreux, quelques corpus albicans [46, 47, 60].

111.3 Physiologie

L’ovaire possede deux fonctions

e La formation des gameétes femelles,
e Lasécrétion endocrine des hormones femelles (stéroides) :
= Les cellules de la theque interne des follicules et les cellules interstitielles
sécretent des ceestrogenes.
= Les grandes cellules lutéiniques (dérivées des cellules de la granulosa) du corps

jaune sécretent de la progestérone.

La régulation des fonctions ovariennes dans le systéeme hypothalamo-adénohypophysaire se fait

de la fagon suivante : le F.S.H. stimule la croissance folliculaire et la sécrétion d’cestrogene. La
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L.H. déclenche I’ovulation et la formation du corps ainsi que sa sécrétion de progestérone [60,

61].

111.4 Classification histopathologique

La pathologie tumorale ovarienne rassemble un nombre important de Iésions trés hétérogénes

sur le plan clinique, macroscopique, histopathologique et pronostic.

111.4.1 Tumeurs épithéliales

Nous résumons les grandes catégories tumorales ovariennes dans le tableau suivant selon le

type histopathologique (cf. tableau 6) [57,62, 63, 64, 65, 66].

Tableau 6: Les types histopathologiques des tumeurs épithéliales.

Adénocarcinome

papillaires séreux

-Parfois secteurs papillaires
-Parfois foyers hémorragiques

et/ou de nécrose

Type Macroscopique Histologie

Histologique

Tumeur séreuse | -Bilarétale dans 2/3 des cas 50% des tumeurs épithéliales malignes
maligne : -Tumeur mi-solide mi-kystique | de I’ovaire. Coexistence de territoires

papillaire (parfois peu abondant mais
essentiel a rechercher) et de territoires
solides(en fonction de la
différenciation). Cellules tumorales

présentent des atypies marquées et des

Adénocarcinomes

mucineux

mitoses souvent trés nombreuses.
Tumeur infiltrant et détruisant les
structures normales.

Tumeur Description  analogue  autres | 5a 10% des tumeurs mucineuses.

mucineuse tumeurs mucineuses avec en | Deux formes sont décrites :

maligne : outre des secteurs solides -La forme infiltrante typique se

caractérise par une invasion du stroma
par des glandes, des amas ou des
fibro-

desmoplastique.

cellules isolées. Stroma
inflammatoir,

Mauvais pronostic.
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-La forme expansive (de diagnostic
difficile)

d’invasion fait de glandes nombreuses,

parfois avec un front
tassées, confluentes avec stroma tres

gréle. Tres bon pronostic.

Tumeur
endométrioide
maligne :
Adénocarcinome

endométrioide

-Unilatérale
-Tumeur solide, friable souvent

ponctuée de micro-kystes

Forme classique tubulo-glandulaire ou

tubulo-papillaire avec cellules

cylindriques de type endométrial,
métaplasie malpighienne fréquente,
mucosectrétante, sécrétoire, ciliée et

fusiforme.

Tumeur  mixité
mullérienne

maligne

-Volumineuse
-Parfois bilatérale
-Kystique et solide

-Nécrose, hémorragie

Elles sont Trés rares. Coexistence de
plages carcinomateuses et de plages
sarcomateuses (hétérologues dans 60%
des carcinosarcome

cas) c’est

(I’adénosarcome est exceptionnel)

Tumeur maligne
a cellules claires :
Adénocarcinome a

cellules claires

-Unilatérale
-lésion solide, jaunatre avec
secteurs kystiques

-Variantes : tumeur développe

dans un kyste endométriosique

-Architecture papillaire

- Architecture tubulo-kystique

- Architecture solide

- Cellules claires (polygonales, limites
nettes, cytoplasme clair, nucléole
prominent).

-Cellules en clou de tapissier (noyau
atypique, projeté au pole apical).
-Cellules en bague chaton (rares).
Diagnostic différentiel : métastases

d’une tumeur rénale.

Tumeur a cellules
transitionnelles
maligne :

Tumeur de

Brenner maligne

Se distingue des précédents par le
caractéere solide prédominant et la

présence de nécrose.

Tres rare. Tumeur de Brenner maligne :
Aspect de carcinome infiltrant de type
urothélial  (penser au diagnostic
différentiel avec métastase) associé a
un contingent de tumeur de Brenner

bénigne ou a la limité de la malignité.
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Carcinome a Carcinome a cellules transitionnelles
cellules (non Brenner): se distingue du

transitionnelles

(non Brenner)

précédent par I’absence de contingent
bénin ou a malignité intermédiaire. Le
pronostic est défavorable pour cette

tumeur.

Carcinome

indifférenciés

Ils sont Tres rares, le plus souvent de
couche séreuse ou endomeérioide. Tres

mauvais pronostic

111.4.2 Les métastases ovariennes

Les métastases ovariennes représentent 10% des cancers ovariens, d’un site primitif plus

fréquent : sein, colon, endomeétre et estomac et d’autres localisations primitives qui peuvent étre

rencontrées : mélanomes, col utérin, rien, pancréas, avec infiltration bilatérale (des deux

ovaires) dans 70% des cas avec un aspect multinodualire (cf. tableau 7) [57,62, 63, 64, 65, 66].

Tableau 7: Les sites histopathologiques primitif prédictifs des métastases ovariennes

Site primitif

Description

Colon/rectum

Pose des problemes de diagnostic différentiel avec une tumeur mucineuse
ovarienne primitives.

Secteurs solides et nécrose plus abondants.

Estomac La plupart des métastases ovariennes d’origine gastrique sont de type en
bague a chaton (tumeurs de Krukenberg)
Sein Préférentiellement les carcinomes lobulaires infiltrants

Remarque : seules rentrent dans la catégorie des adénocarcinomes papillaires sereux les lésions

invasives varient. Les lIésions micro-invasives sont a assimiler aux tumeurs Border Line. Le

risque de transformation maligne des tumeurs séreuses Border Line est tres faible (1%).
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111.4.3 Grade des adénocarcinomes séreux
Les adénocarcinomes séreux de 1’ovaire peuvent étre grader selon ’OMS avec le méme
principe que celui de I’endométre ou bien avec I’utilisation du garding de la méthode de

Silverberg [57,67] qui se base sur :

= Architecture majoritaire : Glandulaire (1), papillaire (2), solide (3).
= Atypies nucléaires : Faible (1), modérées (2), marquees (3).
= Mitoses : < 10 mitoses dans 10 champs microscopiques (1), entre 10 et 25 mitoses

dans 10 champs microscopiques (2), >25 mitoses dans 10 champs microscopiques (3)
Nous faisons la somme selon la structure morphologique et cytologique :

= Gradel:3-40ub.
= Gradell:60u7.

= Grade lll : 8 ou9 [57,67].

111.4.4 La classification TNM et le stade anatomo-clinique

Tableau 8: la Classification TNM des cancers ovariens [57,68]

Limité aux ovaires

a-un ovaire

T1/ Ptl | b-deux ovaires

c-un ou deux ovaires avec rupture capsulaire ou extension en surface ou

ascite positive

Extension pelvienne
a-utérus et/ou trompes
T3/pT2 | b-autres organes pelviens

c-a et/ou b avec ascite positive
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Extension

a-métastase péritonéales microscopiques

T3/pT3 | b-métastase péritonéales microscopiques < 2 cm
Cc- métastase péritonéales microscopiques 2 cm et ou adénopathie
régionale

N1/pN1 | Adénopathie régionale

Hypogastrique, iliaque, para-aortique, inguinale

Tableau 9: Correspondance entre stade anatomo-clinique FIGO et la classification TNM

Stade 1 A Tla NO
Stade 1 B Tlb NO
Stade 1 C Tlc NO
Stade 2 A T2a NO
Stade 2B T2b NO
Stade 2 C T2c NO
Stade 3 A T3a NO
Stade 3B T3Db NO
Stade 3C T3c NO
T1,T2, T3 N1
Stade 4 T1,T2, T3 NO, N1 M1
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Chapitre IV Rappel anatomo-histo-pathologique de la vessie

V.1 L’anatomie de la vessie

IVV.1.1 Configuration externe et situation

La vessie urinaire est un viscére creux doté d’une puissance musculature. Caractérisée par son
aptitude se laisser distendre. Elle accumule 1’urine dont elle est un réservoir temporaire. La
taille, la forme, la position et les rapports de la vessie urinaire varient en fonction de son contenu

et de 1’état des visceres adjacents.

Lorsque la vessie urinaire de 1’adulte est vide, elle se trouve dans le petit bassin, en arricre et
Iégerement au-dessus des os pubiens dont elle est séparée par un espace virtuel, I’espace
rétropubien (de Retzuis). Elle se trouve en majeure partie en dessous du péritoine et repose
antérieurement sur les os pubiens et la symphyse pubienne et postérieurement sur le plancher
pelvien. La vessie urinaire est relativement libre au sien du tissu adipeux sous-cutané extra
péritonéal, sauf au niveau de son col qui est solidement maintenu en place par les ligaments
latéraux de la vessie et les arcades tendineuses du fascia pelvien (lames sacro-pubiennes) — et
surtout par ses constituants antérieurs représentés chez 1’homme par les ligaments pubo-
prostatiques et chez la femme par les ligaments pubo-vésicaux (figure 17 A et B) [45, 46,

47,69].

o Chez le nourrisson et I’enfant, la vessie urinaire se trouve dans 1’abdomen, méme
lorsqu’elle est vide. Elle se place dans le grand bassin vers 1’age de 6 ans et ne s’integre
compleétement au petit bassin qu’apres la puberté.

o Chez l’adulte, la vessie vide se trouve quasi complétement dans le petit bassin. Le
niveau de sa face supérieure correspondant au bord supérieur de la symphyse
pubienne.Lorsqu’elle se remplit, la vessie remonte dans le tissu adipeux extrapéritonéal

de la paroi abdominale antérieure et péenétre dans le grand bassin.

Chez certains individus, une vessie complétement remplie peut atteindre le niveau de 1’ombilic.
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Cavité péritonéale
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Ligament suspenseur de I'ovaire
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Uretere
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Pli ombilical latéral

Pli recto-utérin
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Fosse supravésicale
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Petite lévre bordant
le vestibule du vagin
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Sphincter externe

Grande levre de l'anus

(B) Coupe médiane du bassin féminin

Figure 18: Viscere masculins et féminins sur des coupes médianes du bassin [47].
1V.1.2 Structure
A la fin de la miction, la vessie d’un adulte normal ne contient pratiquement plus d’urine.

Lorsqu’elle est vide, sa forme se rapproche de celle d’un tétra¢dre, on lui reconnait un apex, un
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corps, un fond et un col. Les quatre faces de la vessie (supérieure, inféro-latérales et postérieure)
sont le plus apparentes sur une vessie vide et contractée extraite d’un cadavre ; sa forme

ressemble alors a celle d’un bateau.

L’apex (extrémité antérieure) de la vessie vide est dirigé vers le bord supérieur de la

symphyse pubienne.

Le fond de la vessie ou la base se trouve a 1’opposé de I’apex et est représenté par sa

face postérieure quelque peu convexe.

o Chez ’homme, le fond de la vessie est séparé du rectum, au milieu par le seul fascia
(septum) recto —vésical et latéralement par les glandes séminales et les ampoules des
conduits déférents.

o Chez la femme, le fond de la vessie est rapport direct avec la partie supérieure de la

paroi antérieure du vagin.

Le corps de la vessie est la partie principale du viscere comprise entre 1’apex et le fond

et les faces inféro-latérales de la vessie urinaire se rencontrent au niveau du col de la vessie.

Le lit de la vessie est représenté par les structures qui entrent directement a son contact.
De chaque c6té, le pubis et le fascia tapissant la partie supérieure de 1’obturateur interne et de
I’élévateur de 1I’anus sont au contact des faces inféro-latérales de la vessie. Seule sa face

supérieure est recouverte par le péritoine [46, 47,70].

IVV.1.3 Musculation de la vessie
La paroi de la vessie est principalement constituée par le muscle detrusor. Au niveau du col de
la vessie masculine, les fibres musculaires forment le sphincter urétral interne involontaire. Ce

sphincter se contracte pendant 1’¢jaculation pour empécher une ¢jaculation rétrograde (reflux
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éjaculation) de sperme dans la vessie. Quelques fibres orientées radiairement contribuent a

I’ouverture de I’ostium interne de 1’urétre.

Chez I’homme, les fibres musculaires du col vésical entrent en continuité avec le tissu fibro-
musculaire de la prostate ; chez la femme, une continuité analogue s’établit avec les fibres
musculaires de ’urétre. Les deux ostiums urétériques et I’ostium interne de ’urétre se situent
aux trois angles du trigone vésical (triangle de Lieutaud). Les ostiums urétériques sont entourées
par des boucles de fibres musculaires du detrusor ; elles se resserrent lorsque la vessie se
contracte et contribuent ainsi a empécher le reflux d’urine dans les uretéres. L uvule de la

vessie est un petit relief a la surface du trigone ; elle est habituellement plus saillante chez

I’homme age en raison de I’hypertrophie du lobe postérieur de la prostate [46, 47, 70].

IVV.1.4 Irrigation artérielle de la vessie
Les arteres principales de la vessie sont des branches des artéres iliaques internes. Les artéres

vésicales supérieures irriguent la portion antéro-supérieure de la vessie.

e Chez I’homme, le fond et le col de la vessie sont irrigués par les artéres vésicales
inferieures.
e Chez la femme, celles-ci sont remplacées par les arteres vaginales qui abandonnent de

petites branches a la partie postéro-inferieure de la vessie.

D’autres petites branches Vvésicales sont fournies par les artéres obturatrices et glutéales

inferieures [46, 57, 70].

IVV.1.5 Histologie
La vessie a en coupe, un aspect semblable a celui de I’urétre. L’épithélium de transition est plus
épais, constitué de 6 a 8 couches de cellules dans la vessie vide, et seulement 2 a 3 couches dans

la vessie distendue. Les cellules de surface présentent, en microscopie électroniques, dans leur
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cytoplasme apical, une collection de vésicules aplaties, limitées par une membrane trilaminaire
asymeétrique identique a la membrane plasmique de surface, Celle-ci pourraient représenter une
réserve de membrane plasmatique pouvant étre mobilisée rapidement pour I’expansion de la
surface cellulaire pendant la distension vésicale. Quelques petites glandes, a cellules muqueuses
claires a canaux simples ou ramifiés, existent dans le chorion, particulierement ou au voisinage
des orifices des uretéres et de 1'urétre. Le chorion est épais avec une couche externe lache,
quelquefois appelé sous-muqueuse, permettant a la muqueuse de se plisser dans la vessie
rétractée. La musculeuse a une épaisseur modérée et est constituée de trois couches, la couche
circulaire moyenne étant la plus importante ; elle est particulierement développée autour de
I’orifice interne de 1’urétre ou elle constitue un sphincter, et & un moindre degré autour des
orifices urétéraux. L’adventice est formé de tissu fibreux élastique ; le péritoine ne recouvre

que la surface supérieure de la vessie, a laquelle il s’attache de facon lache.

Le canal excréteur terminal reliant la vessie a ’extérieur est ’urétre. Celui de ’homme différe

d’une fagon marquée de celui de la femme (fig. 18) [51, 52].

CAVITE
VESICALE

TROTHELIUM
COUCHES
MUSCULAIRES:

LONGITUDINALE
INTERNE

CIRCULAIRE
EXTERNE

LONGITUDINALE
EXTERNE

ADVENTICE

Figure 19: Coupe histologique de la vessie [52].
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V.2 Les classifications histopathologiques des tumeurs de la vessie

Pendant de longues années, la classification OMS 1973 de Mostofi individualisant 3 groupes

(Grade 1 a 3) a éte référence. De nouvelles classifications ont été proposées a la fin des années

1990 (OMS/ISUP (International Society of Urology Pathology) 1998 OMS et 1999). La

classification OMS 1999 correspondait a un mixte entre les 2 précédentes classifications OMS

1973 et OMS/ISUP 1998. D’ou une certaine confusion et un manque de reproductibilité.

En 2004, I’OMS et I’AFIP (Armed Forces of Pathology) ont publié la méme classification.

(cf. tableau 10).

Tableau 10: Les principales classifications du cancer de la vessie.

OMS 1973 OMS/ISUP 1998 OMS 1999 OMS 2004
Papillome Papillome Papillome
Néoplasie papillaire | Papillome

de faible potentiel de

malignite

Carcinome grade |

Néoplasie papillaire
de faible potentiel de

malignité

Néoplasie papillaire
de faible potentiel de
malignite

Carcinome grade |

Néoplasie urothéliale
de faible potentiel de
malignite

Carcinome papillaire

de bas garde

Carcinome garde 2

Carcinome de bas

grade de malignité

Carcinome garde 1

Carcinome garde?2

Carcinome papillaire
de bas grade
Carcinome papillaire

de haut garde
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Carcinome garde 3 Carcinome de haut | Carcinome garde 3 Carcinome papillaire

garde de malignité de haut grade

Il faut distinguer les tumeurs invasives (a partir de p T1) des tumeurs non invasives. Les
carcinomes invasifs sont soit de bas garde (certains p T1), soit de haut garde (majorité des p T1

et toutes les tumeurs p T2).

Le garde est surtout important pour les tumeurs urothéliales papillaires non invasives (p Ta). Il

se fait sur le secteur de garde le plus élevé [57, 71, 72, 73, 74].

IVV.2.1 Néoplasie urothéliale de faible potentiel de malignité
Tumeur papillaire dont l4architécture et la polarité cellulaire sont réguliéres. Epaisseur
augmentée de I’urothélium (plus de 6 couches cellulaires) associée a une augmentation discréte

de la taille des noyaux. Les mitoses sont rares et souvent en situation basale.

IV.2.2 Carcinome papillaire de bas grade
Tumeur papillaire présentant une discrete désorganisation architecturale avec atypies
cytologiques plus franches au sein de I'urothélium. Les mitoses peuvent €tre observées dans les

différentes couches de 1’urothélium.

IV.2.3 Carcinome papillaire de haut grade
Tumeur papillaire présentant une perte de maturation en surface. Atypies cytologiques

marquées et nombreuses mitoses. Observées dans les différentes couches de 1’urothélium [57,

71,72, 73, 74].
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IVV.2.4 Variantes histologiques des tumeurs urothéliales et autres tumeurs
épithéliales ou non de la vessie

IV.2.4.1 Tumeurs épithéliales
» Tumeurs urothéliales (plus de 90 % des tumeurs vésicales et des voies excrétrices

urinaires)
NB : Ne plus utiliser le terme de cellules transitionnelles.

e Carcinome urothélial infiltrant
o Avec différenciation malpighienne
o Avec différenciation glandulaire
o Ennids (nested variant)
o Microkystique
o Micro papillaire
o « Lymphoépithélioma- like »
o Plasmosytoide
o Sarcomatoide
o Avec cellules géantes
o Indifférencié
e Néoplasies urothélial non invasives

o Carcinome urothélial in situ

(@]

Néoplasie de faible potentiel de malignité

o Carcinome urothélial papillaire de bas grade de malignite
o Carcinome urothélial papillaire de haut grade de malignité
o Papillome urothélial

o Papillome urothélial inverse

» Carcinomes malpighien épidermoide (5%)
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Ne poser le diagnostic de carcinome épidermoide que si plus de 95% de la tumeur est

épidermoide.

» Adénome villeux

» Adeénocarcinome (<2%)

e On distingue des adénocarcinomes primitifs de la vessie et les adénocarcinomes de

I’ouraque.

e Peut-étre de type colique (intestinal), a cellules indépendantes mucineux (colloide).

o Développement le plus souvent a partir de foyers de métaplasie intestinale ou de Iésions

de cystite glandulaire.

» Tumeurs neuroendocrines de la vessie (0.5%)

» Métastases ou extension d’une tumeur de voisinage

IVV.2.4.2 Tumeurs non épithéliales

» Léiomyosarcome

» Rhabdomyosarcome (siege préférentiel chez les enfants)

» Lymphome [57, 75, 76].

IVV.2.5 Classification TNM 2009 (UICC) et stade anatomo-clinique

Tableau 11: Classification TNM de la vessie [57, 71, 72].

TX

Tumeur primitive ne pouvant étre classée

TO

Absence de tumeur primitive

Ta

Tumeur papillaire non invasive
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Taille de la Tis Carcinome in situ (plan, respectant la membrane basale)
tumeur

T1 Tumeur envahissant le chorion
Tumeur envahissant la musculeuse
T2 T2a : Tumeur envahissant le muscle superficiel (1/2 interne)
T2b : Tumeur envahissant le muscle profond
Tumeur envahissant le tissu périvésical
T3 T3a : envahissant microscopique
T3b : envahissant macroscopique
Envahissement d’un organe périvésical ou de la paroi
T4 T4a : prostate, utérus ou vagin
T4b : paroi pelvienne ou abdominale
NX Ganglion régionaux non évaluables
NO Absence de métastases ganglionnaires régionale
Atteinte des ganglions hypogastriques, obturateurs, iliaques externes ou
pré-sacrés
Nombre  de N1 Un seul ganglion atteint
ganglion
N2 Plusieurs ganglions atteints
Atteintes des ganglions de I’iliaque commune
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N3 Un ou plusieurs ganglions
Mx Métastases a distances non évaluables
Métastases MO Absence de métastases a distances
M1 Présence de métastases a distance
Tableau 12: Correspondance entre stade anatomo-clinique et la classification TNM
Stade Oa Ta NO MO
Stade 0is Tis NO MO
Stade | T1 NO MO
Stade Il T2 NO MO
Stade 111 T3 NO MO
Stade IV T4 NO MO
T1,T2, T3, T4 N1, N2, N3 MO, M1
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Chapitre V Matériel et méthodes

Nous avons réalisé ce travail sous plusieurs angles :

> Etude épidémiologique pour mettre en évidence I’ampleur du cancer de I’estomac, de
’ovaire et de la vessie dans la région.

> Présentation des bases anatomo-histo-pathologiques utilisées pour le choix de notre
population.

> Présentation des méthodes et des protocoles expérimentaux utilisés pour atteindre les

objectifs attendus.

V.1 Etude épidémiologique

Nous avons étudié les facteurs suivants :

o L’incidence annuelle

o L’age

o Sexe

o Provenance

o Type histopathologique,

o Classification histopathologique
o Garde histopathologique

o Stade anatomo-clinique

Ces paramétres ont été traités par Microsoft Office Excel 2010.

V.1.1 Cancer de I’estomac
11 s’agit d’une étude allant de janvier 2002 jusqu’a Janvier 2012, portant sur 168 cas de cancer
gastrique, colligés au niveau du service de pathologie (anatomie et de cytologie pathologiques)

du Centre-Hospitalo- Universitaire de Sidi Bel Abbes.
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V.1.2 Cancer de I’ovaire

Il s’agit d’une étude allant de janvier 1996 jusqu’a juin 2013, portant sur 57 cas de carcinome
ovarien primitif colligés au niveau du service de pathologie (anatomie et de cytologie
pathologiques) du Centre-Hdéspitalo- Universitaire de Sidi Bel Abbes. Les tumeurs Border Line

n’ont pas été prises en considération.

V.1.3 Cancer de la vessie
Il s’agit d’une étude allant de janvier 1996 jusqu’a décembre 2012, portant sur 162 cas de cancer
de la vessie colligés au niveau du service de pathologie (anatomie et de cytologie pathologiques)

du Centre-Hospitalo- Universitaire de Sidi Bel Abbes.

V.2 Etude expérimentale

V.2.1 Le choix des échantillons (critéres d’inclusion pour la population
d’immunomarquage HER2-/neu)

Nous nous sommes intéressés aux cancers de 1’estomac, de 1’ovaire et de la vessie, vu que leur
diagnostique s’effectue beaucoup plus a un stade tardif en relation avec leur siége anatomique

profond et la confusion de leur tableau clinique avec d’autres pathologiques.

Nous avons évalué la surexpression et/ ou ’amplification dans 41 cas de cancer gastrique, 57
cas de cancer ovarien et 26 cas de cancer de la vessie. Les préléevements, piéces chirurgicales
et/ou biopsies, recues au niveau du service de pathologie (anatomie et de cytologie

pathologiques) du CHUSBA, provenaient de différentes localités.

Nous nous somme intéressé, dans notre €tude, pour I’estomac a I’adénocarcinome primitif
métastatique ou localement infiltré ; pour I’ovaire, aux carcinomes (tumeur épithéliales
malignes) primitifs métastatiques ou localement infiltrés et pour la vessie, au carcinome

urothélial métastatique ou localement infiltré.
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Nous avons inclus tous les stades anatomo-clinique de diagnostic, ainsi que tous les grades

histopathologiques.
Nous avons inclus tout age.

Nous nous sommes aidés par la cytopathologie péritonéales afin de compléter la classification

FIGO pour I’ovaire.

L’étude histopathologique a été réalisée sur des coupes effectuées sur des prélevements inclus
en paraffine (blocs de paraffine) et colorées par des techniques habituelles (Coloration

Hématoxyline-Eosine) (Annexe 01).

L’étude immunohistochimique et I’étude de biologie moléculaire in situ, I'Hybridation In Situ
Fluorescente (FISH), ont été réalisées sur des coupes histopathologiques effectuées sur des

prélevements inclus en paraffine (blocs de paraffine).

V.2.2 Etude immunohistochimique
La méthode d’immunohistochimie est considérée comme la premicre étape pour 1’évaluation
du statut HER2 (réalisable en routine pour le cancer du sein), elle est peu couteuse et facile a

réaliser.

Elle consiste a mettre en évidence divers antigenes (Ag) cellulaires ou extracellulaires grace a
des anticorps (Ac) spécifiqguement dirigés contre eux, par une réaction enzymatique, dans des
coupes de tissus fixés et inclus en paraffine. Nous avons recherché un Ag membranaire HER-

2 /neu pour :

& |Intérét pronostique : mise en évidence une protéine impliquée dans la prolifération
cellulaire, ou de produits d'oncogenes.
= Intérét thérapeutique : afin de déterminer son statut au niveau du cancer de 1’estomac,

de I’ovaire et de la vessie, subir la thérapie ciblée contre cette protéine.
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L’¢tude immunohistochimiquedela surexpression de HER-2/neu a été realisée en utilisant
’automate BenchMark XT (VENTANA®) (Annexe 04). Nous avons lancé ce qu’on appelle un
cycle qui contient 30 lames (cas) dans chaque manipulation, ¢’est le méme principe que la
technique manuelle mais les différentes étapes sont assurées par un ensemble d’unités liés a un

logiciel NexES (annexe 05), qui se déemarre apres :

%~ L’enregistrement de tous les produits nécessaires (produits pour démarrage de 1’appareil
et autres pour le démarrage du cycle et nous avons utilisé 1’anticorps Hercep Test™
(DAKO®),

& A partir des blocs en paraffine des Iésions cancéreuses choisis, nous avons effectué des
coupes fines de 2 a 3 um (a I’aide d’un microtome) sur des lames gélatinisées,

@ Le numéro des prélevements a été enregistré dans des codes-barres spéciaux pour
I’appareil

% Sur le logiciel nous avons précisé le protocole qui nous intéresse, 1’ Ac-anti- HER-2/neu

& Aprés 2 heures 30 minutes nous avons recueillie nos lames d’immunomarquage.

@~ Un montage des lames a été réalisé par la colle du verre EUKIT.

@ La lecture a été effectuée par un microscope optique

La coloration produite par la réaction s’interpréte de fagon semi-quantitative par un scoring de

0 a +3, comme sulit :

o IHC négative (0) : Pas de marquage ou marquage <10% des cellules tumorales.

o IHC négative (1+) : Marquage membranaire faible a peine perceptible, dans >10% des
cellules tumorales.

o IHC équivoque (2+) : Marquage membranaire d’intensité faible 8 moyenne, marquage
complet ou marquage basolatéral dans >10% des cellules tumorales, doit étre confirmé

par une FISH.
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o IHC positive (3+) : Marquage membranaire moyen a fort, complet ou / basolateral dans

> 30% des cellules tumorales.

Dans le cas du cancer de I’ovaire et de la vessie, nous avons utilisé le méme principe partant de
I’aidé que c’est un organe sécrétoire d’une architecture majoritaire glandulaire comme

I’estomac et I’'immunomarquage avec Ac anti-HER2/neu été basolateral dans la plupart des cas.

V.2.3 Techniques de biologie moléculaire in situ : L'"Hybridation In Situ
Fluorescente (FISH)

Mise en évidence sur des coupes tissulaires (des blocs de paraffine), de séquences d'’ADN grace
a des sondes d’acides nucléiques complémentaires et couplées a un fluorochrome (sondes

fluorescentes).

Elle permet d’identifier dans chaque cellule la présence et le nombre de copies d’un segment
chromosomique d’HER-2/neu en utilisant des fluorochromes d’apprécier une éventuelle co-
localisation et donc monter I’amplification du géne HER-2/neu qui résulte d’une mutation au
niveau du chromosome 17921 qui code pour la protéine transmembranaire (p185) dotée d’une

activité tyrosine kinase (Annexe 05).
La FISH est une méthode plus quantitative (comptage des spots lumineux) que I’'THC.

Nous avons utilisé le Kit de DAKO avec une sonde marquée par un fluorophore a spectre orange

marquant le locus du géne HER2/neu.

Cette technique est un outil de diagnostic efficace et plus sensible que d’autre techniques (celle
utilisant des techniques chromogéniques comme la CISH), nous I’avons réalisé¢ la FISH selon
le protocole suivant pour les cas de score 2+ en immunohistochimie concernant les cancers

gastriques et score 1+ et 2+ pour les cancers ovariens et les cancers de la vessie.
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Principe de la lecture est de visualiser des sondes hybridées, représentées par des points

fluorescents dans le noyau des cellules.

Nous avons s’aidé de la lame HE et IHC pour le repérage sur un microscope classique
des zones d’intérét comme la zone du d’immunomarquage des cellules tumorales en
IHC
Nous avons sélectionné une zone de tumeur infiltrant au faible grossissement (x20 —
x25) pour repérer les noyaux de cellules infiltrés bien individualisés (non superposés)
Nous avons compté a 1’objectif (x100) dans les noyaux (8) les signaux HER-2, (amas,
de signaux = clusters d’amplification) car nous avons utilis¢ qu’une sonde
complémentaire au brin HER2/neu.
Nous avons analysé au moins 20 noyaux dans 2 zones invasives de la coupe (40
noyaux) [77, 78,79] :

» Nombre moyen de copies de HER-2/neu < 4: Négatif : Absence

d’amplification.

» Nombre moyen de copies de HER-2/neu entre 4 a 6 : Faible amplification.

» Nombre moyen de copies de HER-2/neu > 6 : Positif : Amplification.

La lecture a été effectuée dans 1’obscurité, 15 minutes pour une lame, par 2 personnes

ensemble (nous et un médecin pathologiste) [80] :

Pour les 20 premiers noyaux, la premiere personne compte pendant que la deuxiéme
personne note le nombre HER2 par noyau,

Pour les 20 noyaux suivants on inverse, la personne qui comptait note et la personne qui
notait compte (cela nous a permet de gagner du temps et celui qui compte ne perd pas

ses repeéres car il ne note pas).
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V.3 Analyses statistiques

les données sur les caractéristiques générale obtenues, ainsi que les données

anatomo-histo-pathologiques, ont été saisies al'aide de Microsoft Office Excel 2010.

Les analyses ont été établies par le logiciel IBM SPSS v23. Les outils appliqués

comprennent:

La comparaison des moyennes été rélisée a I’aide de 1’analyse de la variance, et du test a
posteriori de Tukey, si significatif et par le test du ¥* pour les pourcentages (%).

Le niveau de significativité est de 0,05.
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Chapitre VI Résultats et discussion

V1.1 Résultats

Notre travail concernant la surexpression et/ou HER2/neu au niveau des cancers de 1’estomac,

de I’ovaire et de la vessie, nous a permis d’avoir les résultats suivants :

V1.1.1 Cancer de I’estomac

V1.1.1.1 Etude épidémiologique

Au cours de notre période d'étude (2002 jusqu’a 2012), nous avons recense 168 cancers. Le
diagnostic a été fait sur 100 biopsies endoscopiques (60%) et 68 piéces chirurgicales (40%).
VI1.1.1.1.a Recrutement annuel

Durant cette période, de 10ans, le recrutement des cancers gastriques était variable d’année en
année. Nous remarquons une augmentation de la fréquence a partir 2006 et un pic en 2010, puis
une régression du taux des cancers gastriques diagnostiqués au niveau du service de pathologie
(anatomie et cytologie pathologiques) du CHUSBA, avec une incidence annuelle de 15.2 cas.

(fig20).
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Figure 20: Recrutement annuel des cancers gastriques

VI1.1.1.1.b Le sexe
La répartition selon le sexe nous a montré une prédominance masculine avec 58% (98 cas) ; le

sexe féminin représente 42% (70 cas) (fig 21).
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Répartition selon le sexe (N=168)

M FEMMES
mHOMME

Figure 21: Réparation selon le sexe des cancers gastriques (N=168).

VI.1.1.1.c L age
Le cancer gastrique a été diagnostiqué dans notre série a partir de 17ans jusqu’a 95 ans. Le

pic de fréquence se retrouve entre 59 ans et 78 ans chez les hommes et entre 69 ans et 78 ans

chez les femmes (fig22).
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Figure 22: Réparation de I’age selon le sexe des cancers gastriques (N=168).

VI1.1.1.1.d Le type histopathologique
L’adénocarcinome (n=113 cas, 67%) est le type histopathologique prédominant ; il est suivi par

le carcinome a cellules indépendantes (n=38 cas, 23%), le carcinome colloide (n=14 cas, 08%)

et les tumeurs stromales (n=03 cas, 02%) (fig23).
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EMTUMEURSTROMALE

Figure 23: Répartition des cancers gastriques selon le type histopathologique (N=168).

VI1.1.1.1.e Le degré de différenciation
Les cancers gastriques (les adénocarcinomes et les carcinomes a cellules indépendantes), de

notre série présentent une prédominance de 1’aspect peu différenciés (24 cas, 40%), suivi par
I’aspect bien différencié (17 cas, 28%), 1’aspect moyennement différencié (n= 16, 27%) puis

I’aspect indifférencié (n=3, 05%) (cf. tableau 13) (fig24).

Concernant le carcinome colloide muqueux et les tumeurs stromales, ne sont pas concerné par

le degré de différenciation.

Tableau 13: Répartition des cancers gastriques selon le degré de différenciation.

Différenciation Nombre Pourcentage (%)
Bien 17 28
Moyennement 16 27
Peu 24 40
Indifférencie 3 05
Total 60 100
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B BIEN
B MOYENNEMENT
B PEU

W INDIFFERENCIE

Figure 24: Répartition des cancers gastriques selon le degré de différenciation.

V1.1.1.1.f Le stade anatomo-clinique
Le stade anatomo-clinique de diagnostic des cancers gastriques, dans notre série, correspond a

un stade tardif (39%) dont 33% pour le stade 111 et 6% pour le stade 1V (fig25).

e . 33%

29%

6%

Figure 25: Répartition des cancers gastriques selon le stade (N=68).

V1.1.1.1.g Le curage ganglionnaire
L’étude du curage ganglionnaire des 68 pieces opératoires, nous a révelé 17 cas (25%) ou le

nombre de ganglions lymphatiques n’a pas été évalué. Parmi les 51 cas (75%) de curage
ganglionnaire dont le nombre de ganglions lymphatiques a été évalué, il y a 46 cas qui
comportaient un curage inférieur a 15 ganglions lymphatiques et seulement 5 cas de curage

dont le nombre de ganglions lymphatiques était supérieur a 15.
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Le curage ganglionnaire lymphatique, dans notre série, était toujours positif (au moins un
ganglion envahit) quand le curage ganglionnaire comportait plus de 15 ganglions (fig26),
cependant, quand le nombre de ganglion était inférieur a 15 ganglions, ’infiltration était

variable et pouvait étre absente (fig27).

Dans notre série, le taux d’infiltration des ganglions était de 80% dans 13 cas sur 35 cas de

curage infiltre.
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Figure 26: La répartition du taux d’envahissement des ganglions par rapport aux ganglions
recrutés pour le curage plus de 15 ganglions.
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Figure 27: La répartition du taux d’envahissement des ganglions par rapport aux ganglions
recrutés pour le curage inférieur & 15 ganglions.

V1.1.1.2 Etude expérimentale

L’étude immunohistochimique dans cancer I’estomac, de notre série, nous a permis d’identifier
I’expression de la protéine HER2 de score(3+) dans six (06) cas (14%) (Planche 1.A.B), de
score (2+) dans deux (02) cas (5%) (Planche 2.A), de score (1+) dans quatre (04) cas (10%), et

de score (0+) dans vingt-neuf (29) cas (71%).

Le contrdle par la FISH des deux (02) cas de score (2+) a montré une amplification du géne

HER2/ neu, (Planche 2. B) (cf. tableaul4)
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A) Coupe histopathologique (MO) B) Marquage membranaire(MO)AC-Anti
Adénocarcinome moyennement différencie. HER2/neu fort, basolateral dans les cellules
(H.E)(x20). tumorales Score (+3) (x20).

Planche 1 : Immunomarquage d’un adénocarcinome gastrique avec AC- Anti HER2/neu (+3)
(x20).

A) Marquage membranaire(MO) AC- Anti B) Amplification du géne HER2/neu (MF)
HER2/neu d’intensité moyenne, basolatéral par I'hybridation in situ par fluorescence
dans les cellules tumorales Score (+ 2) (x20) (FISH)

Planche 2: Confirmation d’ Amplification du géne HER2/neu (MF) par FISH d’une ICH (2+)
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Tableau 14: La surexpression HER2/neu dans le cancer d’estomac.

Score HER?2 Nombre (41 cas) Fréquence (%)

Score 0 29 71%
Score 1 04 10%
Score 2 02 5%
Score 3 06 14%

Dans notre série, la surexpression de la protéine HER2 et I’amplification de son géne (08 cas)
est observée dans les hauts gardes dans 75% (06 cas sur 08 cas) et dans les bas gardes dans 25%

(02 cas sur 08 cas) (cf. tableaul5) (fig28).

Tableau 15: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) et I’amplification du géne
HER2/neu en corrélation avec le grade (N=08).

Grade HER?2 score (+3) %
Haut grade 6 75
Bas grade 2 25
Total 8 100

® Haut grade

M Bas grade

Figure 28: la surexpression de la protéine HER2 score (+3) et ’amplification du géne
HER2/neu en corrélation avec le grade (N=08)

Dans notre série, la surexpression de HER2 et I’amplification de son géne est observée
dans62%(05 sur 08 cas) des stades anatomo-cliniques tardifs et dans 38 % des stades anatomo-

cliniques précoce (03 sur 08 cas) (cf. tableaul6) (fig29).
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Tableau 16: La surexpression de la protéine HER2 de score (+3) et I’amplification du géne
HER/neu en corrélation avec le stade anatomo-clinique (N=08).

Stade Effectif Pourcentage (%)
Stade tardif (Stade 11, 111, 1V) 5 62
Stade précoce (Stade 1) 3 38
Total 8 100

B Stade tardif (Stade I, 111, IV)

M Stade précoce (Stade I)

Figure 29: La surexpression de la protéine HER2 de score (+3) et I’amplification du géne
HER/neu en corrélation avec le stade anatomo-clinique (N=08).

V1.1.2 Cancer de ’ovaire

V1.1.2.1 Etude épidémiologique
Au cours de notre période d'étude (1996 jusqu’a 2012), nous avons recensé 46 carcinomes

ovariens primitifs. Le diagnostic a été fait sur 3 biopsies (07%) et 43 piéces chirurgicales (93%).
Les tumeurs « Border Line » n’ont pas été inclus dans notre étude.

V1.1.2.1.a Recrutement annuel des carcinomes ovariens
Durant cette période, le recrutement des carcinomes ovariens diagnostiqués au niveau du

service de pathologie (anatomie et cytologie pathologiques) du CHUSBA, était
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approximativement le méme d’une année a 1’autre (fig30). Nous remarquons un pic en 2005,

avec une incidence annuelle de 2.8 cas.

Figure 30: Recrutement annuel des carcinomes ovariens

VI1.1.2.1.b L age
Le cancer de I’ovaire a été diagnostiqué dans notre série a partir de 13 ans jusqu’a 81 ans. Le

pic de fréquence se retrouve entre 40 ans et 49 ans (fig31).
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Figure 31: La répartition des carcinomes ovariens selon I'age

VI1.1.2.1.c Le type histopathologique
Les tumeurs malignes épithéliales (carcinomes) ovariennes représentent 75% du nombre totale

des cancers de I’ovaire.

Parmi les tumeurs malignes épithéliales de I’ovaire, le carcinome séreux prédomine avec un

taux de 70%(32 cas), suivi par le carcinome mucineux avec un taux de 30% (14 cas) (fig32).

Les autres types histopathologiques des tumeurs malignes épithéliales de I’ovaire n’ont pas été

retrouvés dans notre série.
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Figure 32: La répartition des carcinomes ovariens selon le type histopathologique

VI1.1.2.1.d Le grade

B MUCINEUX
B SEREUX

Les carcinomes de 1’ovaire de notre série présentent une prédominance du grade I1 (44%), suivi

par le grade | (39%), le grade 111 (15%) puis le grade 1V (02%) (cf. tableau 17) (fig33).

Tableau 17: La répartition des cancers de 1’ovaire selon le grade (N=46).

GRADE Effectif Pourcentage%o

Grade | 18 39
Grade Il 20 44

Grade I 7 15 61
Grade IV 1 2

Total 46 100
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B Grade IV

Figure 33: La répartition des cancers de 1’ovaire selon le grade (N=46).

V1.1.2.1.e Le stade anatomo-clinique
Le diagnostic des 23 carcinomes ovariens de notre série a été fait & un stade anatomo-clinique,

tardif, extra-ovarien (11+I11+1V) dans 65% (15 cas) (cf. tableau 18) (fig34).

Le stade anatomo-clinique des autres (23 cas) carcinomes ovariens n’a pas été précisé par

manque de renseignement au niveau du dossier médical des patientes et vue que le suivi

oncologique était effectué en dehors du CHUSBA.

Tableau 18: La répartition des carcinomes ovariens selon le stade anatomo-clinique (N=23).

Stade Nombre Fréquence (%)
STADE | 8 35

STADE Il 8 35

STADE Il 4 17 65
STADE IV 3 13

Total 23 100
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B INTRA-OVARIEN
= EXTRA-OVARIEN

Figure 34: La répartition des carcinomes ovariens selon extension anatomo-clinique (N=23).

V1.1.2.2 Etude expérimentale
La surexpression HER2 a été étudiée sur 57 cas de carcinomes ovarien dont 46 cas appartenant
a notre série et 14 cas appartenant aux archives du service de pathologie (anatomie et cytologie

pathologiques) CHUSBA.
La protéine HER2 était surexprimée dans 34% (19 sur 57) des cas.

Dans notre série, la surexpression de HER2 des carcinomes ovariens est observée, beaucoup
plus, dans les carcinomes séreux (58% ,11 cas sur 19 cas) que dans les carcinomes mucineux

(42%, 08 cas sur 19 cas) (Planche 3.A) (cf. tableau 19) (fig35).

Tableau 19: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) en corrélation avec le type
histopathologique (N=19).

Type histopathologique HER2 (+3) %

Carcinome seéreux 11 58
Carcinome mucineux 8 42
Total 19 100
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A) Marquage membranaire(MO) AC-Anti B) Marquage membranaire(MO) AC-Anti
HER2/neu fort, intense dans plus de10% HER2/neu faible a peine perceptible dans plus
des cellules tumorales Score (+3) (x20). del10% des cellules tumorales Score (+1) (x20).

C) Amplification du géne HER2/neu (MF)
par I’hybridation in situ par fluorescence
(FISH)

Planche 3: Immunomarquage d’un carcinome ovarien séreux avec AC- Anti HER2 (x20)
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m Carcinome séreux

B Carcinome mucineux

Figure 35: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) en corrélation avec le type
histopathologique (N=19)

Le controle par la FISH des cas de score (+1) et score (+2) n’a montré aucune amplification du

géne HER2/ neu (Planche 3.B).

Le contrble par la FISH des cas de score (+ 3) a montré une amplification du géne HER2/neu,

confirmant la surexpression de la protéine HER2 dans ces cas (Planche 3.C).

Dans notre série, la surexpression de la protéine HER2, précisément le score (+3), est observée
dans les hauts gardes (cf. tableau 20) (fig36)et les stades anatomo-cliniques, tardifs, extra-

ovariens (cf. tableau 21) (fig37).

Tableau 20: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) en corrélation avec le grade

Grade HER?2 score (+3) Pourcentage (%)

Grade | 7 37

Grade 11 7 37

Grade I 5 26 63(Haut grade)
Total 19 100
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m Haut grade

W Bas grade

Figure 36: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) en corrélation avec le grade.

Tableau 21: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) en corrélation avec le stade

anatomo-clinique.

Stade HER?2 score (+3) Pourcentage (%)

Stade | [ 37

Stade I1 5 26

Stade 111 4 21 63(stade tardif)
Stade IV 3 16

Total 19 100

m Stade |
W Stade |l
= Stade 1l

m Stade IV

Figure 37: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) en corrélation avec le stade

anatomo-clinique
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V1.1.3 Le cancer de la vessie

V1.1.3.1 Etude épidémiologique

Durant la période d'étude (1996 jusqu’a 2012), nous avons recensé 162 cas de cancer de la
vessie, au niveau du service de pathologie (anatomie et cytologie pathologiques) CHUSBA,
avec une incidence annuelle 8.5 cas Le diagnostic a éte fait sur 29 biopsies (20%) et 117 pieces
chirurgicales (80%).

V1.1.3.1.a Recrutement annuel

Durant cette période, le recrutement du cancer de la vessie était approximativement le méme
d’une année a I’autre, avec une augmentation de la fréquence a partir 2008 et un pic en 2009

avec 39 cas (fig38).

Figure 38: Recrutement annuel de cancer de la vessie (N=146).

VI1.1.3.1.b Le sexe
La repartition selon le sexe nous a montré une prédominance masculine avec 88% (129 cas) ;

le sexe féminin représente 12% (17 cas) (fig39).
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B FEMMES
m HOMME

Figure 39: La répartition des carcinomes de la vessie selon le sexe (N=146).

VI1.1.3.1.c L age
La distribution de notre série, selon des tranches d’age de 10 ans, nous a montré un pic de

fréquence entre 70 ans et 79 ans (fig40).
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Figure 40: La répartition des carcinomes de la vessie selon I'age (N=146).

V1.1.3.1.d Le type histopathologique
Les carcinomes urothéliaux papillaire de haut garde de malignité (57%) est le type

histopathologique prédominant, il est suivi par les carcinomes urothéliaux papillaire de bas

garde de malignité (39%) et les carcinomes épidermoides (4%) (fig41).

Les autres types histopathologiques n’ont pas été retrouvés dans notre série.
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W carcinomes urothélials papillaire de bas

garde de malignité

W carcinomes urothélials papillaire de

haut garde de maligniteé

m carcinome épidermoide

Figure 41: La répartition des cancers de la vessie selon le type histopathologique

VI1.1.3.1.e Le grade

La majorité des carcinomes de la vessie de notre série sont de haut grade (l1+111) (75%).Le

grade | représente (25%) (cf. tableau 22) (fig42).

Tableau 22: la répartition des carcinomes de la vessie selon le grade

GRADE NBR Pourcentage%o
Grade | 36 25
Grade Il 70 48 75
Grade Il1 40 27
Total 146 100

m Haut garde

M Bas garde

Figure 42: La répartition des carcinomes de la vessie selon le grade
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V1.1.3.1.f Le stade anatomo-clinique
Le diagnostic des carcinomes de la vessie, dans notre série, a été fait a un stade anatomo-

clinique tardif (11+111) dans 90% (18 cas)(cf. tableau 23) (fig43).

Le stade anatomo-clinique n’a pas été précisé dans 31% des cas, par manque de renseignement

clinique, vu que les malades étaient traités au paravent en dehors du CHUSBA.

Tableau 23: La répartition des carcinomes de la vessie selon le stade anatomo-clinique

(N=20).
STADE Nbr
STADE I (stade précoce) 2
STADE Il 16
STADE Il 2 18 cas de stade tardif
STADE IV 0
NP 6
Total 26

10%
(02 cas)

m Stade précoce (Stade 1)

| Stade tardif (Stade II1LI1V)

Figure 43: La répartition des carcinomes de la vessie selon le stade anatomo-clinique (N=20).

V1.1.3.2 Etude expérimentale
Le taux global de la surexpression de la protéine HER2 (score +3) dans les carcinomes de la

vessie représente 42% (11 sur 26) cas (cf. tableau 24) (Planche 4).
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Tableau 24: Immunomarquage de la protéine HER2 dans le cancer de la vessie

Score Nbr %
Score 0 4 16
Score 1 4 15
Score 2 7 27
Score 3 11 42

Total 26 100
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Planche 4: Marquage membranaire (MO) AC- Anti HER2 fort, intense dans plus de10% des
cellules tumorales Score (+3) (x100) d’un Carcinome Transitionnel de la vessie.

A) Marquage membranaire(MO) AC- Anti B) Amplification du géne HER2/neu (MF)
HER2d’intensité moyenne, basolatéral dans par I'hybridation in situ par fluorescence
les cellules tumorales Score (+2) (x100) (FISH)

Planche 5: Confirmation d’ Amplification du géne HER2/neu (MF) par FISH d’une ICH (2+).
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Figure 44: Immunomarquage de la protéine HER2 dans le cancer de la vessie (N=26).

Parmi les 04 cas de score +1, le contr6le par la FISH, nous a montré une amplification du géne

HER2/neu dans 03 cas .Parmi les 07 cas de score +2, le contrdle par la FISH, nous a montré

une amplification du gene HER2/neu dans 04 cas (Planche 5.A.B).Nous notons une auto-

fluorescence dans 04 cas, ceci est en relation avec une mauvaise fixation (cf. tableau 25).

En somme, nous avons 18 carcinomes urothéliaux, qui présentent une surexpression de la

protéine HER2 dont 11 cas ayant un score (+3), 03 cas d’amplification du géne HER2/ neu

parmi les 04 cas de score +1 et 04 cas d’amplification du géne HER2/neu parmi les 07 cas de

score +2.

Tableau 25: le contrdle par la FISH des cas de score (+1) et de score (+2) (N=11)

La surexpression de la protéine HER2 Nbr %
Score (+3) 11 61
Score (+1) avec amplification 03 17
Score (+2) avec amplification 04 22
Total 18 100
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Dans notre série, la surexpression de HER2 et I’amplification de son géne est observée que dans

les carcinomes urothéliaux.

Dans notre série, la surexpression de HER2 et I’amplification de son géne des 18 carcinomes
urothéliaux est observée, beaucoup plus, dans les hauts grades (72% ,13 cas sur 18 cas) que

dans les bas grades (28%, 05 cas sur 18 cas) (cf. tableau 26) (fig45).

Tableau 26: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) et I’amplification du géne
HER2/neu en corrélation avec le grade (N=18).

Grade HER2 score (+3) %
Haut grade 13 72
Bas grade 5 28
Total 18 100

® Haut grade

M Bas grade

Figure 45: La surexpression de la protéine HER2 score (+3) et I’amplification du géne
HER2/neu en corrélation avec le grade (N=18).

Dans notre série, la surexpression de HER2 et I’amplification de son géne des 18 carcinomes
urothéliaux prédominent dans les stades anatomo-cliniques tardifs (61%, 11 sur 18 cas) par

rapport aux stades anatomo-cliniques précoce (39 %, 7 sur 18 cas) (cf. tableau 27) (cf. fig 46).
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Tableau 27: La surexpression de la protéine HER2 de score (+3) et ’amplification du géne
HER/neu en corrélation avec le stade anatomo-clinique (N=18).

Stade NBR %
Stade tardif (stade Il, stade Ill, stade 1V) 11 61
Stade précoce (stade 1) 7 39
Total 18 100

W Stade tardif

M Stade précoce

Figure 46: La surexpression de la protéine HER2 de score (+3) et I’amplification du géne
HER/neu en corrélation avec le stade anatomo-clinique (N=18)

V1.2 Discussion

V1.2.1 Cancer gastrique

L’incidence annuelle des cancers gastriques (15.2 cas) au niveau du service de pathologie du
CHU SBA, est similaire a celle présenté par Koffiet al,Mineur et al [81, 82] ainsi qu’a celle
présentée par le registre du cancer de Sétif [83], cependant, elle est inférieure a celle présentée
par la série de Amegbor et al. [84] ; ceci pourrait étre en relation avec 1’importance de
I’échantillon présenté (n= 742) (cf. tableau 28).

Tableau 28: Incidence annuelle, en comparant avec nos résultats

Lieu Période d’étude Taille de Incidence
I’échantillon annuelle
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Notre étude SBA 2002-2012 168 15.2
Amegbor et al, TOGO 1989-2005 742 42
2008. [84]

Hamdi et al, SETIF 1986-2005 15.2
2010. [83]

Koffi et al, 2011. | Yopougon 1991-2007 81 15.3
[81]

Mineur et al, France 15.6
2011. [82]

La prédominance masculine est observée, aussi bien, dans notre série que dans les séries de la

littérature [81, 83, 84, 85, 86, 87,88]. Ceci pourrait étre en relation avec la consommation

tabagique plus élevée chez les hommes, selon les mémes auteurs [81, 83, 84, 85, 86, 87,88] (cf.

tableau 29).

Tableau 29: Sexe, en comparant avec nos résultats

Lieu Période d’étude Taille de Prédominance
I’échantillon

Notre étude SBA 2002-2012 168 Masculine
Amegbor et al, 2008. TOGO 1989-2005 742 Masculine
[84]

Hamidi et al, 2010. [83] SETIF 1986-2005 Masculine
Koffi et al, 2011. [81] Yopougon 1991-2007 81 Masculine
Mineur et al, 2011. [82] France Masculine

Dans notre étude, le cancer gastrique est diagnostiqué au-dela de 1’4ge de 50 ans, comme la

plupart des études menées en Afrique [84, 85, 86] ainsi que le registre du cancer de Sétif [83].

Par contre, en Occident, il apparait chez des patients, beaucoup plus agés, au-dela de 70 ans
[81, 82, 87, 88, 89]. (cf. tableau 30).

Tableau 30: Age, en comparant avec nos résultats

Lieu Période d’étude Taille de I’échantillon Age (moyen)
Notre étude SBA 2002-2012 168 59
Amegbor et al, 2008. TOGO 1989-2005 742 52
[84]
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Hamdi et al, 2010. SETIF 1986-2005 60
[83]
Koffi et al, 2011. [81] | Yopougon 1991-2007 81 55
Mineur et al, 2011. France 70
[82]

L’histopathologie nous montre, dans notre série, une prédominance des adénocarcinomes
(67%). Dans la littérature, 1’adénocarcinome occupe également une place prépondérante avec
un taux (70%) approximativement similaire dans la série de Ito et al [90], et un taux (86%,
88%) moyennement plus élevé dans les séries, respectivement, de Amegboret al [84] et Peghini

et al [91] (cf. tableau 31).

Tableau 31: Type histopathologique, en comparant avec nos résultats

Type histopathologique Adénocarcinome

Lieu Période d’étude | Taille de I’échantillon | Fréquence (%0)
Notre étude SBA 2002-2012 168 67
Amegbor et al, 2008. [84] TOGO 1989-2005 742 86
Ito et al, 2004. [90] France 70
Peghini et al, 1997. [91] Madagascar 88

Tous les cancers gastriques de notre série (35%) présentent un haut grade, la littérature

consultée évoque une prédominance du haut grade sans citer de chiffres. [90, 91, 92].

Le stade anatomo-clinique de diagnostic des cancers gastriques, dans notre série, correspond a
un stade tardif (39%) dont 33% pour le stade 111 et 6% pour le stade IV (cf. tableau 32). Si nous
prenons en considération I’infiltration ganglions, retrouvé dans la définition du stade II, le taux

du stade tardif pourrait étre beaucoup plus important a savoir 71% (cf. tableau 32).

La littérature montre que le diagnostic du cancer de 1’estomac se fait a un stade tardif [81, 90,
91, 92].

Cependant, le stade IV qui se présente, dans notre série, avec un taux de 6%, ce qui est
contradictoire avec les taux présentés dans la littérature, 81% en Afrique [81] et 30% en
occident [90, 92], pourrait étre expliqué par une sous-estimation du stade anatomo-clinique de

diagnostic.
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Tableau 32: Stade, en comparant avec nos résultats

Notre étude Pourcentage (%)

Stade | 29

Stade Il 32

Stade 111 33 71
Stade IV 06 39

Le curage ganglionnaire, dans notre série, était toujours positif (au moins un ganglion envahit)
quand le curage ganglionnaire comportait plus de 15 ganglions, cependant, quand le nombre de

ganglion était inférieur a 15 ganglions, I’infiltration était variable et pouvant étre absente.

Le curage ganglionnaire théorique recommandé par UICC [93] a savoir un minimum de 15
ganglions par curage n’est pas respecté dans les cancers gastriques de notre série (74%) ; la

littérature présente un taux (84%) aussi élevé que le notre [94, 95].

Ceci serait peut-étre en relation avec la réception de prélevements fixés au formol ou le liquide
de Bouin dans un pot d’envoi de dimension réduite par rapport au volume du prélevement du

curage.

Dans notre série, le taux d’infiltration des ganglions était de 80% dans 13 cas sur 35 cas de
curage infiltré. La littérature insiste sur I’importance du taux d’infiltration par rapport au
nombre de ganglions par curage car 1’allongement de la survie par le curage de plus de 25

ganglions par rapport au curage d’un minimum de 15 ganglions n’est pas démontreé.

Le curage minimum doit étre D1 c'est-a-dire comporter ’exérése des ganglions périgastriques.
Le controle qualité du curage par I’anatomopathologiste est supposé positif si un minimum de
15 ganglions sont analysés dans un curage annoncé D1 et 25 ganglions dans un curage annoncé
D2 [92, 95, 96].

Le taux d’expression de HER2 dans notre série de cancer gastrique (19%), est significatif ; ceci
se rapproche avec les taux retrouvés dans la littérature qui varient entre 15% a 20%, [27, 97,
98, 99, 100]. Cependant la taille des echantillons est variable avec un nombre élevé dans la série
de Bang et al (n=3807) [99] (cf. tableau 33).
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Tableau 33: La surexpression de HER2 dans le cancer de I’estomac, en comparant avec nos

résultats.
Taille de Fréquence de la surexpression
I’échantillon HER2 (%)
Notre étude 41 19
Gravalos et al, 2008. [97] 166 20
Hofmann et al, 2008. [98] 447 15-20
Bang et al, 2009. [92] 3807 21
Van Cutsem et al, 2009. [27] 294 22
Grabsh et al, 2010. [100] 924 22

V1.2.2 Cancer de ’ovaire

L’incidence annuelle des cancers ovariens (2.8 cas) au niveau du service de pathologie du CHU

SBA, est avoisinante au taux présenté par UICC en Afrique (3.6 cas) et au taux présenté en

Algérie (3.5 cas) selon GLOBOCON en 2008. Par contre en occident, I’incidence est plus

importante (15.1 cas) [101].

Dans notre étude, le cancer de ’ovaire est diagnostiqué chez la femme jeune (45 ans). Par

contre, en Occident (USA), il apparait chez des patientes, beaucoup plus agées, au-dela de 60
ans [62, 63, 101, 102]. (cf. tableau 34).

Tableau 34: Age, en comparant avec nos résultats

Lieu Taille de I’échantillon | Age (moyen)
Notre étude SBA 46 45
Fleming et al, 2009. [64] USA / 63
Kurman et al, 2010. [65] USA / 63
Jemal et al, 2007. [103] USA / 62
Feng et al, 2008. [104] USA 100 61

L’histopathologie nous montre, dans notre série, une prédominance des tumeurs malignes

épithéliales ovariennes (carcinomes) (75%). Dans la littérature, Fleming et al [62], Jemal et al
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[101], les carcinomes occupent également une place prépondérante avec un taux (70%). (cf.
tableau 35).

Le taux des carcinomes séreux dans notre série (70%) des carcinomes, ce qui est voisin des taux
retrouves dans la littérature [62, 101, 102]. (cf. tableau 36)

Le taux des carcinomes mucineux dans notre série (30%) qui occupe le second plan apres les
carcinomes sereux est beaucoup plus éleve par rapport au taux des carcinomes mucineux cités
dans la littérature (15%, 10%, 5%). [63, 64, 101]. (cf. tableau 37).

Tableau 35: Répartition des types histopathologiques (les carcinomes).

Etudes Type histopathologique Pourcentage (%)
Notre étude 75
Fleming et al, 2009 [62] Carcinomes 70
Jemal et al, 2007. [101] 70

Tableau 36: Répartition des types histopathologiques (les carcinomes séreux).

Etudes Type histopathologique Pourcentage (%)
Notre étude 70
Fleming et al, 2009 [62] 70
Jemal et al, 2007. [101] Sereux 60
Feng et al, 2008. [102] 73

Tableau 37: Répartition des types histopathologiques (les carcinomes mucineux).

Etudes Type histopathologique Pourcentage (%)
Notre étude 30
Kurmanet al, 2010 [63] 15
Robboy et al, 2009, [64] Mucineux 10
Feng et al, 2008. [102] 5

La majorité des carcinomes de notre série sont de hauts grade (II+I11+1V) (61%). Ce qui est
similaire a la littérature, avec un taux (60%) dans la série de Jemal et al [103], et un taux (91%)
dans la série de Meden et al [103] et celle de Kacinski et al [104] (cf. tableau 36).
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Tableau 38: Grade, en comparant avec nos résultats

Grade Taille de I’échantillon | Pourcentage (%0)
Notre étude 46 39
Meden et al, 1997. [103] | 275 09
Kacinski et al, 1992. [104] 72 09
Notre étude 46 61
Jemal et al, 2007. [101] 60
Meden et al, 1997. [103] H+1+1V 275 o1
Kacinski et al, 1992. [104] 72 91 (Grade I1+111)

Le diagnostic des carcinomes ovariens dans notre série se fait a un stade extra-ovarien

(N+111+1V) dans (65%), ce qui se rapproche des taux retrouvés dans la littérature par contre la

littérature évoque un taux [102, 103, 104]. (cf. tableau 37).cependant nous notons une différence

entre la taille des échantillons entre notre série et celle de la littérature.

Tableau 39: Stade, en comparant avec nos résultats

Stade Notre Feng et al, Meden et al, Kacinski et al,
étude 2008. [102] 1997. [103] 1992. [104]
(n=117) (n=100) (n=275) (n=72)
Stade | 35% 19% 11% 11%
Stade I1+111+1V 65% 81% 89% 89%

Dans notre série, le taux d’expression est suffisamment significatif dans le cancer de I’ovaire

(34%). La littérature nous montre un taux d’expression variable d’une étude a 1’autre allons de
12% a 52,5% [102,103, 105, 106,107, 108] ; cette variabilité serait en relation avec la taille

des échantillons qui est aussi trés variable et selon la méthode utilisée. (cf. tableau 38).

Tableau 40: La surexpression de HER2 dans le cancer de I’ovaire, en comparant avec nos

résultats

Taille de I’échantillon

Fréquence de la surexpression HER2 (%)

Notre étude

57

34

Hogdall et al, 2003. [108]

181

525
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Hellstrom etal,2001. [106] 20 25 (stade 111 et 1V)
Berchuck etal, 1997. [105] 73 32
Meden et al, 1997. [103] 275 19
Wou et al, 2004. [107] 48 12 (stade I et 1)
Feng et al, 2008. [102] 51 235

La surexpression de HER-2 est observee dans les hauts gardes et stades anatomo-clinique
tardifs, ceci est similaire a la littérature [102, 103,105, 106,107, 108] (cf. tableau 39.A. B).

Tableau 41: Relation entre la surexpression de HER2 dans le cancer de 1’ovaire et le grade, en
comparant avec nos résultats

Surexpression HER2
Grade ; —
Notre étude Meden et al, 1997. [103] Kacinski et al, 1992. [104]
(n=46) (n=275) (n=72)
Grade | 34 9 50
Grade Il 24 20 50
Grade 111 42 18 39

Tableau 42: Relation entre la surexpression de HER2 dans le cancer de I’ovaire et le stade
anatomo-clinique, en comparant avec nos résultats

Stade Surexpression HER2
Notre étude | Meden et al, 1997. [103] | Kacinski et al, 1992. [104]
(n=117) (n=275) (n=72)
Stade | 37% 15% 13%
Stade I1+111+1V 88% 61% 38%

La surexpression de HER-2 est observée plus dans les carcinomes séreux, que les carcinomes

mucineux, ceci est similaire a la littérature consultée [102, 104, 105, 106,107, 108] et

contrairement au Meden et al [101]. (cf. tableau 39.C).

Tableau 39.C : la corrélation entre la surexpression de HER2 dans le cancer de I’ovaire et le

type histopathologique, en comparant avec nos résultats

Type

Surexpression HER2

histopathologique

Notre étude

(n=46)

Meden et al, 1997.
[103]
(n=275)

Kacinski et al, 1992.
[104]
(n=72)
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Mucineux 42 23 24
Séreux 58 17 44

V1.2.3 Cancer de la vessie

L’incidence annuelle des cancers de la vessie (8.5) dans notre série est similaire a celle présenté
par le registre du cancer de Sétif [109], cependant, elle est nettement inférieur par rapport aux
incidences présentées par la série de Pointreau et al (73cas) [110] et la série de Ouegnin et al
(27 cas) [111] (cf. tableau 40).

Tableau 43: incidence, en comparant avec nos résultats

Lieu Période Taille de Incidence
d’étude I’échantillon annuelle
Notre étude SBA 1996-2012 117 8.5
Hamdi et al, 2010[109] | Sétif 1986-2005 / 8.4
Pointreau et al, 2010. / / 73
[110]
Ouegnin et al, 1986. / / 27
[111]

La prédominance masculine est observée, aussi bien, dans notre série que dans les séries de la
littérature [109, 110, 111, 112] (cf. tableau 41).

Tableau 44: Sexe, en comparant avec nos résultats

Lieu Période d’étude Taille de Prédominance
I’échantillon
Notre étude SBA 1996-2012 117 Masculine
Hamdi et al, 2010. [109] Setif 1986-2005 / Masculine
Pointreau et al, 2010. [110] / / Masculine
Ouegnin et al, 1986. [111] | Cote d’Ivoire / / Masculine
Siegel et al, 2012. [112] / / / Masculine

Dans notre serie, le cancer de la vessie est diagnostiqué au-dela de 1’age de 50 ans, comme la
plupart des études menées en Afrique [111, 113] ainsi que le registre du cancer de Sétif [109].
Par contre, en Occident, il apparait chez des patients, beaucoup plus agés, au-dela de 60 ans
[112, 114]. (cf. tableau 42).
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Tableau 45: Age, en comparant avec nos résultats

Lieu Période Taille de I’échantillon | Age (moyen)
d’étude
Notre étude SBA 1996-2012 117 55
Hamdi et al, 2010. [109] Seétif 1986-2005 / 55
Ouegnin et al, 1986. [111] Cote d’Ivoire / / 53
D’horpock et al, 2012. [113] cote d’ivoire / 142 52

L’histopathologie montre, dans notre série, une prédominance des carcinomes urothéliaux

(57%), ce qui est voisin aux taux retrouvés dans la littérature [75, 76, 115,116]. (cf. tableau 43.

A).

Les carcinomes épidermoides, qui viennent en deuxieme position, présentent, dans notre série,

un taux (4%) similaire au taux anglaise présenté par Chalasani et al [75]. Par contre, les études

africaines, Egyptiennes [117] et Ivoirienne [116] présentent un taux beaucoup plus élevé

respectivement (70%, 62%); ceci serait en relation avec I’infection a Schistosoma

haematobium (bilharzial), qui est connu depuis des décennies comme étant fortement associé
au cancer épidermoide de la vessie. [118, 117, 119,120]. (cf. tableau 43. B).

Tableau 46: Type histopathologique (le carcinome urothélial), en comparant avec nos

résultats
Type Fréquence (%)
histopathologique
Notre étude 57
Benoit et al, 1992 [115] 58
Carcinome urothéliales

Rantomalala et al, 1992 [116] 57
Chalasani et al, 2009 [75] 47
Wasco et al, 2007 [76] 61

Tableau 47: type histopathologique (carcinome épidermoide), en comparant avec nos résultats

Type

histopathologique

Fréquence (%)

Notre étude

Chalasani et al, 2009 [75]

Dangou et al, 1996. [118]

El Bolkainy et al, 1992. [117]

Epidermoide

04

05

62

70
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La majorité des carcinomes de notre série sont de haut grade (11+111) (75%), ce qui est similaire
au taux (79%) retrouvé dans la littérature [121]. (cf. tableau 44).

Tableau 48: Grade, en comparant avec nos résultats

Grade Notre étude (n=117) | Eissaet al, 2005 (n=53). [121]
Grade | 25% 21%
Grade Il
75% 79%
Grade 111
Total 100% 100%

Le stade anatomo-clinique de diagnostique des carcinomes de la vessie, dans notre seérie,
présente un taux plus élevé du haut stade (I1+111) (90%).Ce qui est avoisinant a la littérature
[121, 112] (cf. tableau 45).

Tableau 49: Stade, en comparant avec nos résultats

Stade Notre étude Eissaet al, 2005. | Siegel et al, 2012.
(n=117) [121] (n=53) [112]
stade | 10%
stade 11 25% 30%
stade 111 20%
stade IV 5% 70%
Total 100% 100% 100%

Le taux global de la surexpression de la protéine HER2, dans le carcinome de la vessie,
représente un taux de 42%, ce qui se rapproche de ceux retrouvés dans la littérature [122, 123]
(cf. tableau 46).

Tableau 50: la surexpression de HER2 dans le cancer de la vessie, en comparant avec nos
résultats

Taille de I’échantillon | Fréquence de la surexpression HER2 (%)

Notre étude 26 42
Langner et al, 2005. [122] 53 53
Janane et al, 2011. [123] 84 524

La surexpression de HER-2 est observée dans les gardes et les stades tardifs, ceci est similaire
a la littérature [122, 123]. (cf tableau 47.A.B).
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Tableau 51: la corrélation entre la surexpression de HER2 dans le cancer de la vessie et le
grade, en comparant avec nos résultats

Grade Surexpression HER?2
Notre étude (n=117) Eissa et al, 2005. [121] (n=53)
Haut grade 72% 49%
Bas grade 28% 41%

Tableau 52: la corrélation entre la surexpression de HER2 dans le cancer de la vessie et le
stade anatomo-clinique, en comparant avec nos résultats

Surexpression HER2
Stade

Notre étude (n=117) Eissa et al, 2005. [121] (n=53)

Stade tardif 61% 27%
39% 23%

Stade précoce

La surexpression de HER-2 est observée que dans les carcinomes urothéliaux, ceci est similaire
a la littérature [122, 123]. (cf. tableau 47.C).

Tableau 53: la corrélation entre la surexpression de HER2 dans le cancer de la vessie et le
grade, en comparant avec nos résultats

Type histopathologique Surexpression HER2

Notre étude (n=46) Eissa et al, 2005. [121] (n=53)
Carcinome urothéliales 100% 26%
Epidermoide 0% 23%

Devant 1’age jeune, le garde histopathologique agressif, le stade anatomo-clinique tardif du
cancer de I’estomac, de 1’ovaire et de la vessie, au moment du diagnostic, constaté ci-dessus,
devant I’efficacité de la thérapeutique ciblée trastuzumab (anticorps monoclonal humanisé anti-
HER2 (Herceptin®) prouvé dans le cancer du sein [30, 31, 33] et le cancer de ’estomac [34,
124, 125], devant nos résultats de la surexpression du HER-2, observée dans les cancers de
I’estomac, de I’ovaire et de la vessie de nos séries et devant le profil défavorable des protocoles
standards, ne serait-il pas souhaitable de soumettre ces patients a la méme therapie ciblé

(trastuzumab)?

Pour cela nous proposons la réalisation d’une étude d’essai clinique qui nous permettrait de

juger le bien fondé de notre proposition.
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Conclusion

Dans cette thése, nous nous somme intéressees au profil anatomo-clinique, a la surexpression
et a ’amplification de HER2 dans les cancers : de I’estomac, de I’ovaire et de la vessie.
L’étude anatomo-clinique nous a permis de confirmer que les cancers de 1’estomac, de I’ovaire
et de la vessie sont diagnostiqués a un stade anatomo-clinique tardif avec un aspect
histopathologiques agressif de grading ¢levé et chez des patients d’un age jeune.

L’étude de la surexpression et de I’amplification de HER2, par le biais des techniques
d’immunohistochimie et de la FISH dans ces localisations, nous a permis de constater que les
taux de la surexpression de HER2 dans notre série de cancer gastrique (19%), de cancer de
I’ovaire (34%) et de cancer de la vessie (42%) sont significatifs.

Selon notre étude, la surexpression et I’amplification de HER2 est observée dans les hauts
gardes histopathologiques et les stades anatomo-cliniques tardifs.

Au moment actuel, la thérapie ciblée (par I’utilisation du trastuzumab) contre des récepteurs
épidermiques de facteur de croissance (HER2) qui améliorerait la prise en charge des cancers
précisément métastatiques ou localement avancé en augmentant la survie sans progression et la
survie globale des patientes présentant un cancer du sein avancé, avec HER2 score +3 ou HER2
score 2+ avec FISH amplifié, ne serait-elle pas bénéfique pour les patients présentant un cancer
de I’estomac, de I’ovaire ou de la vessie devant les taux significatifs de surexpression de HER2

dans ces localisation.
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ABSTRACT

Background: Ovarian carcinoma has a poor prognosis in advanced stagespaad response to conventional
chemotherapy. We here investigated HER2 amplification and xqgs@ssion in ovarian neoplasms using both
immunohistochemical (IHC) and fluorescence in situ hybrithrna(FISH) techniques.

Materials and Methods: Immunohistochemistry was performed in formalin-fixed, ffarx@mbedded tissue
from 60 patients with 13 biopsies and 47surgical specimieoslythe epithelial ovarian cancer including early
stage tumors and both carcinomas without borderline tudiagnosed in the Pathology Department, Sidi Bel
Abbes, Algeria. HercepTest (DAKO) and PathVysion Her-2/peobe kit (Vysisinc) were used for IHC and
FISH.

Results: HER2 overexpression / amplification were observed moseious carcinomas in 47%, and in 32% of
mucinous carcinomas of the ovary, with a higher stagehagidgrade at diagnosis. The overall rate of HER-2
overexpression and amplification was 37%.

Conclusions: Our results suggest that trastuzumab therapy would be a figsdidyi patients with ovarian
carcinoma when the tumor has HER2 overexpression and/oifiaatjn.

Keywords: Ovarian cancer; Her-2/neu; immunohistochemistry; #igoencén situ hybridization.

1. INTRODUCTION chemotherapy is offered to patients with high-grade
tumors or those that are stage IC or higher [1,2].

Ovarian cancer is the leading cause of death ©urrently, increased attention has been turned to

gynecological cancers and is the fifth femaleiological markers, such as growth factors.

cancer [1]. Surgical resection is standard, while

*Corresponding author: Email: nawel.agher@yahoo.fr;
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HER-2 (also known as c-erb-B2) is a proto-oncogenéHC was performed using HercepTest kit, and the
It is a component of a family of growth factorresults were interpreted as negative (0, no membrane
receptors that includes epidermal growth factostaining in <10% of tumour cells) or equivocal
(EGFR, HER-1/c-erb-B1), HER-3 (c-erb-B3), and(scoring 1+, 2+, Faint / barely perceptible or Weak to
HER-4 (c-erb-B4), HER-2. It plays a role in cellmoderate complete membrane staining detected
differentiation and proliferation [3]. A variety of in >10% of tumour cells, respectively) and positive /
human neoplasm showed an amplification and/averexpressed (3+, Moderate to strong complete or
overexpression of the HER-2, including carcinomabasolateral membrane staining in >10% of tumour
of the breast, stomach, salivary gland, skin, and ovacells).
[4,5-12].

PathVysion Her-2/neu probe kit was used for the
HER-2 is a prognostic factor and a target fog|SH analysis for score (1+, 2+) cases. In brief, the
direct pharmacotherapy, such as teti-Her-2/neu  sections were baked overnight at 56°C, deparaffinized
monoclonal antibody trastuzumab (Herceyin in CitriSolv, dehydrated in100% ethanol, and air-

. . dried. Slides were then subjected to protease digestion

The aim of the study was to determine the proteif. 45 60 min. denatured. and hybridized with
overexpression and gene amplification of HER-2 iy oo o prot;es (Her2/ne’u) overnight. They were
epithelial ovarian cancer without Borderline ovaria hen washed with posthybridization wash buffer at
tumours and its association with histological typenoc and counterstained with DAPI, mounted, and

stored in darkness before signal enumeration. Cases

clinical stage andistological grade.

were scored as amplified ratio of HER2 to CEP17 of
>2.0 or average HER2 gene copy number > 6
signals/nucleus.

2. MATERIALS AND METHODS

An experimental study wagerformed on 60 ovarian

carcinomas for whom we had available tissue to StUQytistical analysis was performed using statistical
with 13 biopsies and 47 surgical specimens for a

nalysis software (IBM, SPSS, 22, 2013), ANOVA
stages. The diagnoses, all of which conformed to th ys! W ( )

L 2 10 Wfere adopted to compare groups ages, Fisher exact
2003 World Health Organization (WHO) criteria, oot wasalso usedo determine dependence between

were confirmed on review by a dedicated gynecomg'ﬁlembrane staining for HER2 and other parameters
pathologist. FIGO and Silverberg were used t <0.05 was regarded as significant '

classify all the tumours in the clinical stage an
histologic grade. 3. RESULTS

Fragments from paraffin-embedded specimemse The mearage at diagnosis was 50 years (range 16—-81
made when necessary to confithe histological type years).

and histologic grade.
We identified 60 patients that included only the
HER-2 oncogene expression was detected using IH§variancarcinomas  without  borderlinetumours.
and FISH from paraffin blocks. Analysis of serous carcinomas showed overexpression
and amplification of HER 2/neu in 14 of 42 cases,
The 2007 American Society of Clinical Oncologywhile the remaining 28 cases did not show any
and the College of American Pathologistsamplification using FISH, including cases scored +1
(ASCO-CAP)  guideline  recommendations  forand +2. Six cases were high-grade with three patients
immunohistochemistry and of the Dako Hercep-Tesfere stage IV, two cases were stage Ill and the other
recommendations [13,14] as well as Tueffred et abase was stage II, three cases were grade Il with two
[15]. They showed that the decision algorithm usuallyatients was stage Il and the other case was stage |

used in breast cancer (immunohistochemistry as ghd five cases were grade | with stage | at diagnosis.
screening test, with equivocal results confirmed by

FISH) is appropriate in ovarian cancer. ThereforéAnalysis of primary mucinous carcinomas showed
“positive” is defined as strong, complete, homogenousverexpression and amplification of HER 2/neu in 8
membrane staining in >30% of tumour cellsiof 18 cases, while the remaining 10 cases did not
“equivocal” is defined as either strong, completeshow any amplification using FISH, including cases
homogeneous membrane staining in <30% or weakcored +1 and +2. Two cases were grade | with one
moderate heterogeneous complete membrane staintege was stage | and the other was stage Ill, faasca
in >10% of tumour cells, and “negative” is defined asvere grade Il with three patients were stage | and one

no staining (score 0 points), or weak, incompletease was stage Il. Two cases were high-grade
membrane staining (score 1+ points) in anwith one patient was stage Il and the last was
percentage of cells waslopted. stage | at diagnosis. Table 1 summarized results.
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Fig. 1. Serous carcinoma showing (A) Her-2/neu expressi¢itHC) 1+ staining, (B) Her-2/neu expression
(IHC) 3+ staining, (C) Amplification Her-2/neu gene (FEH)

Table 1. Immunohistochemical on the intensity of memtane staining for HER2 for a total of 60
specimens invasive adenocarcinomas (18 mucinous and 4gbss)

Parameters Groups Membrane staining for HER2
Negative Weak Strong P
N % Mean N % Mean N % Mean
SD SD SD
Age 27 45.00 50.44 11 1833 53.0922 36.67 51.36 0.893
15.13 21.46 12.47
Histological subtype Mucinous 19 44.19 10 23.26 14 32.56 0.272
Serou 8 47.0¢ 1 5.8¢ 8  47.0¢
Grade | 8 50.00 5 31.25 3 1875 0.325
I 12 41.38 5 17.24 12 41.38
11 7 46.67 1 6.67 7  46.67
Clinical stage | 14 50.00 5 17.86 9 3214 0.581
I 8 53.33 3 20.00 4  26.67
1 4  40.0( 1 10.0C 5 50.0C
I\ 1 1429 2  28.57 4 57.14

N: Effective; %: Percentage; p: Significance; S@ar®lard deviation; HER2

The overall rate of HER-2 overexpression andhat are stage IC or higher [2,21]. Biologiclal markers
amplification was 37% of total sample. There was nbave increased attention, such as growth factors,
statistically significant difference given the ageoncogenes, and tumor suppressor genes.

(p=0.893). Although, membranstaining for HER2

was not dependent onhistological Subtypes HER-2 gene is located on chromosome 17g21 and
(p=0.272), grade (p=0.325) and clinical stagencodes atransmembrane protein (p185) with tyrosine
(p=0.581), highest percentages were showpatients kinase activity [9,21,22]. HER-2occupies an
having high-grade (46.67%), advance stégg14%) important place in the development of new anti-

and serous histologic Subtype (47.06%). tumour therapies, whichims at inhibiting the various
stages of the transduction of the signals of
4. DISCUSSION differentiation, proliferation, invasion or survival

cellular [23,24].
Ovarian cancer is the main cause of death in
gynecological cancerfd]; its diagnosis is often made HER2 has been reported to be overexpressed or
very late with a relatively advanced stage [16]. Thamplified in a variety of human tumours [25-29].
majority of ovarian cancer is of epithelial origin,Hence, it has been extensively studied as the target for
about 90% [17,18]. Epithelial ovarian carcinoma ighe cancer therapy.

the most lethal gynecological cancer worldwide [19],
with a weak survival at 5 years [20]. The clinical significance of HER2 status in many

tumour types is not yet clear except for breast (20—
Surgical resection is standard, while chemotherapy 80%) [30,31], gastric, or gastroesophageal junction
offered to patients with high-grade tumours or thosés-25%) [9,32] cancer patients.
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Adjuvant therapy using a monoclonal antibodyThe results presented in this paper showed that the
against HER2 protein (Trastuzumab) is effectivelypverall rate of HER-2 protein overexpression was
alone and in combination with conventional cytotoxic37% in ovarian carcinomas.

chemotherapy in patients whose breast carcinomas

have amplification of HER2 [31,26,33,34]. However|t is possible that trastuzumab (Herceptin) could be
the significance of HER2 overexpression andaluable in treating specific subsets of ovarian cancers
amplification in the initiation and progression ofknown to have Her-2 amplification and / or
ovarian carcinoma is less well understood [35], theraverexpression.

are relatively few data about HER2 amplification and

overexpression in ovarian carcinomas. Thest 5. CONCLUSIONS

known large multicentric study, A GINECO Phase I1

Study, showed thatiER2 gene status was evaluatedrhe overall rate of Her-2/neu amplification /
in a large, multicentric series of 320 patients witthyerexpression in our stady was 37%, higher rates

advanced ovarian cancer. It included 243 patien{§ere noted in serous carcinomas, using IHC
enrolled in a multicenter prospective clinical trialcompleted by FISH.

of paclitaxel/carboplatin-based chemotherapy. HER2

overexpression/amplication is low (6.4%) in patient®ur results were encouraging; it was possible that

with advanced ovarian cancer [15,36]. trastuzumab (Herceptin) could be valuable intreating
ovarian cancer.

The number of cases studied is small, and the clinical

Significance of Her2/neu status is still debatable. This Study was of great hopes for the patients @Vin

_ovarian epithelial cancer, to increase survival, to
In our study, the overall rate of HER-2 overexpressiofinprove quality and the index of life, it will be

and amplification was 37% (22 of 60) casesin ovariagompleted in the future by clinical trial.
cancer, using immunohistochemistry completed with
FISH [30]. These results were similar to thosegeONSENT
reported by other groups [7] and unlike the other,
Berchuck and al, in a study of 73 patients with, . :
ovarian carcinoma, described a rate of 32% [6]. Tf?é is not applicable.
Danish “MALOVA” ovarian cancer study reported
much higher rates 49%-50% [37]. Interestingly, the)|7:'TH|CAL APPROVAL
also included the 1+ positive in the overexpressiop . .
group. There have been only some studies in tl‘[L'S not applicable.
literature that report Her-2/neu amplification status i,
ovarian tumour using FISH [11,38], a rate of 87%waSOMPETING INTERESTS
found by Haldane etl. [39].

Authors have declared that no competing interests
HER2 gene amplification and protein overexpressiofiXISt.
were reported 25% by Ferrandina and al [40], 44% b
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Objectif : Le Her2/neu, oncoprotéine appartenant & la famille des récepteurs ErbB, est connu pour contribuer 4 des mécanismes phy-
siologiques de |a prolifération cellulaire par activité intrinséque de la tyrosine-kinase. Sa surexpression a été retrouvée dans plusieurs
tissus humains, ce qui le rend une cible dans la recherche clinique. Dans notre étude, nous avons analysé la surexpression etiou I'am-

plification du géne Her-2 dans le cancer urothélial.

Matériel et méthodes : Nous avons réalisé notre étude sur 26 cas de cancer épithélial de la vessie, colligés dans notre service de pa-
thologie recensés entre 1996 et 2012. La surexpression du géne HER2 a été évaluée par la technique d'immunohistochimie (IHC) et
contrdiée par 'hybridation in situ par fluorescence (FISH) quand cela c'était nécessaire.

Résultats : La surexpression du géne HERZ a été évaluée dans 26 cas de cancer urothedial. Le score 3+ a &lé observé dans 11 cas (42%),
le score 2+ dans 7 cas (27%), le score 1+ dans 4 cas (15%), et le score 0+ dans 4 cas (16%). Le contrdle par la FISH des 11cas de score 2+
et de score 1+ a montré une amplification du chromosome 17q dans 7 sur 11 cas. Des comélations entre la surexpression et'ou Namplification
du géne HER2 et le grade histopathologique et le stade anatomo-clinique de ce cancer.

Conclusion : La thérapie ciblée améliorerait la prise en charge des cancers épithéliaux de la vessie, d'od lntérét de développer I'éva-

luation de |'expression des récepleurs

INTRODUCTION

Le pronostic du cancer de la vessie reste encore mauvais a
cause de son diagnostic tardif. Malgré la multitude des proto-
coles thérapeutiques, peu de patients survivent au dela de 2 an-
néas [1,2], avec une mauvaise qualité de vie. Ceci suggére le
besoin de nouvelles approches thérapeutiques [3,4].
L'objectif de notre travail consiste 4 étudier I'apport de la surexpras-
sion etiou de lamplification du géne HER2 dans le cancer de la ves-
sie, qui serait 4 la base d'une nouvelle piste pour la thérapie ciblée.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons colligé 26 cas de cancer épithélial de la vessie.
L'étude a éte effectuée dans notre service de pathologie sur
des prélévements (lames et blocs de paraffine) réalisés sur des
pitces d'exérése chirurgicale. Nous avons réexaming les
lames el des recoupes des blocs de paraffine ont &té faites
guand cela était nécessaire. La surexpression du géne HER2
a eté évaluée par la technique d'immunohistochimie (IHC) et
contrilée par hybridation in situ par fluorescence (FISH) pour
les cas de score 2+ et score 1+,

Le Fascicule de la Santé n® 20 - Septembre 2015

épidermigues de facteur de croissance spécialement HER2.
Mots clés : Cancer de la vessie, HERZ, immunchistochimie, FISH.

RESULTATS

L'age moyen des patients était de 66 ans (39 ans a 83 ans).
Le taux global de la surexpression de HER2 score 3+ était re-
trouvé dans 11 cas (42%) parmi les 26 cas de cancer épithélial
de la vessie (figure 1) avec 7 cas (27%) de score 2+, le score
1+ dans 4 cas (15%) et le score 0+ dans 4 cas (16%).

Le contrile par la FISH des 11 cas de score 2+ et de score 1+
a montré une amplification du chromosome 17q dans 7 cas (fi-
gure 2 A et B) (tableau I).

Mous avons évalué le stade T de la classification anatomo-cli-
nique et le grade histopathologique selon les recommandations
de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) [5,6,7]. Parmi les
26 cas, le stade pT1 é&tait présent dans 16 cas (61%), le stade
pT2 dans 9 cas (39%) et le stade pT3 dans 1 cas (04%). La ré-
partition selon la grade histopathologique a montré T cas (27%)
de bas grade et 19 cas (73%) de haut grade histopathologique.
Limmunomarguage était intense dans le stade anatomo-clinique
tardif : 5 cas (32%) parmi 16 pT1 versus 6 cas (80%) parmi 10
pT2-T3 et dans le haut grade histopathologigue : 2 cas (29%)
parmi 7 bas grades versus 9 cas (47%) parmi 19 hauts grades.
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DISCUSSION

L'activation el la surexpression des oncogénes callulaires jouent
un réle majeur dans le développement des cancers humains. Le
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor) encore ap-
pelé ErbB2, HER/neu, ou C-erB2, est un membre important de
la famille des ocncogénes, localisé sur le chromosome 17q et code
la protéine trans-membranaire HER2 qui est un récepteur de fac-
teur de croissance ayant une activité tyrosine kinase ou (RTK).
La protéine HERZ occupe également une place importante dans
le développement de nouvelles classes thérapeutiques anti-tu-
morales qui ne sont ni cytotoxiques, ni anti-hommonales, mais qui
ciblent les voies associées 4 'activation des RTK et visent donc
a inhiber les différentes élapes de la transduction des signaux
de diffiérenciation, de prolifération, d'invasion ou de survie cel-
lulaires [8,910]. L'amplification du géne HER2 conduit & la su-
rexpression du récepteur transmembranaire HER2.

La surexpression élant la présence anomalemeant devia de la pro-
téine HER2 & la surface des cellules tumorales. L'amplification et la
surexprassion du géne HER2 définissent un statut HER2 positif [11].
La surexpression HERZ a été retrouvée dans plusieurs tissus
humains, elle est présente dans 15 & 25% des carcinomes ca-
nalaires infillrants du sein [4,12,13], dans plus 60% des carci-
nomes inflammatoires et dans 90% des maladies de Paget du
mamelon [14], et le trastuzumab (anticorps monoclonal huma-
nisé anti-HER2) qui est une thérapie ciblée qui a prouvé son af-
ficacité selon les dludes inlernationales [14, 15, 16).

membranaire (MO) AC-
dans pluu de 10%
des cellules tumorales Score l.'+3] (x100)
d'un carcinome transitionnel de la vessie.  Fig-2B:

N‘IH HERZ fort,
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Aussi, 5-25% de cancers gastriques présentent une surexpres-
sion du HER2, en particulier dans la maladie avancée [17,18,19].
Dans notre étude le taux global de la surexpression de la proléine
HERZ dans le carcinome de la vessie est de 429%, ce qui se rap-
proche des taux retrouvés dans la littérature [20,21,22 23], et cette
surexpression de HER-2 est observée dans les grades et les
stades tardifs, ce qui est similaire aussi 4 la littérature [20,21].

CONCLUSION

Le grade histopathologique agressif, le stade anatomo-clinique
tardif du cancer de la vessie au moment du diagnostique, I'effica-
cité de la thérapie cibléa trastuzumab prouvée dans le cancer du
sein et le cancer de 'estomac, la surexprassion du HER2 cbser-
vée dans |le cancer de la vessie et la profil défavorable des proto-
coles standards, sont das arguments qui plaident pour lancer des
essals cliniques dans la cancer de vassia,

du HER2/neu (MF) par FISH d'une ICH (2+).
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RESUME

Obijectif : Le Her2 est un récepteur membranaire qui a une activité tyrosine kinase codé par le géne Her-2/neu. La surexpression et/ou
I'amplification de Her-2 a été observée dans diverses tumeurs humaines, y compris le cancer de I'ovaire. L'objectif de notre travail
consiste a étudier la surexpression et 'amplification de HER2 dans le cancer épithélial de I'ovaire.

Matériel et méthodes : Notre échantillon comporte 57 cas de cancer épithélial de I'ovaire étudiés sur 13 biopsies et 44 piéces opéra-
toires, colligés au niveau du laboratoire d’anatomie cytopathologie du Centre-héspitalo-universitaire de Sidi Bel-Abbes (Algérie). Nous
avons étudié la surexpression et 'amplification de Her2 par le biais des techniques immuno-histochimiques, Hercep TestTM (DAKO®),
complété par la technique de I'hybridation in situ par fluorescence (FISH), PathVysion Her-2 probe kit (DAKO®).

Résultats : La surexpression Her2 a été étudiée sur 57 cas de carcinomes ovarien, dont 46 cas appartenant a notre série et 11 cas
appartenant aux archives du service d’anatomopathologie et de cytopathologie du CHU de Sidi Bel-Abbés. La protéine Her2 était su-
rexprimée dans 34% (19 sur 57) des cas. Dans notre série, la surexpression de Her2 des carcinomes ovariens est observée beaucoup
plus dans les carcinomes séreux 58% (11 cas sur 19 cas), que dans les carcinomes mucineux 42% (8 cas sur 19 cas). Des corréla-
tions avec le grade histopathologique et le stade anatomo-clinique ont été effectuées.

Conclusion : Nos résultats sont concordants avec ceux de la littérature, les patientes atteintes de cancer épithélial de I'ovaire peuvent
bénéficier d’'une thérapie ciblée anti-Her-2/neu, trastuzumab (Herceptin®), pour améliorer la qualité de vie et augmenter la survie.

Mots clés : Cancer de I'ovaire, Her-2/neu, immunohistochimie, FISH.

Human epidermal growth factor receptor 2 (Her-2) in epithelial ovarian cancer
(expression and amplification).

ABSTRACT

Objective : The Her-2 protein or her2 is a membrane receptor with tyrosine kinase activity encoded by Her-2/neu gene. Overexpres-
sion and/or amplification of Her2/neu has been observed in many human cancers, including ovarian cancer. In our study, the expres-
sion of Her-2 protein is determined in the epithelial ovarian cancer.

Patients and methods: The studied population consisted of 57 patients with 13 biopsies and 44 surgical specimens of only the epi-
thelial ovarian cancer. Tissue specimens were neutral formaldehyde-fixed and paraffin-embedded. Standard histochemical and immu-
nohistochemical (IHC) staining were used for diagnosis completed with Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) when was necessary.
Expression of Her-2/neu protein was determined by immunohistochemical (IHC) staining with, Hercep TestTM (DAKO®) and FISH Path-
Vysion Her-2 probe kit (DAKO®).

Results: Analysis of serous carcinomas showed that overexpression and amplification of Her 2/neu in (58%, 11 of 19) cases.
Analysis of primary mucinous carcinomas showed that overexpression and amplification of her 2/neu in (42%, 08 of 19) cases.

The overall rate of Her-2 overexpression and amplification was 34% (19 of 57) cases.

Correlation with grade and stage were performed.

Conclusions: These results are satisfactory and encourage us to apply in the therapy and possibility to treat the patients with trastu-
zumab (Herceptin®) for the patients within ovarian cancer.

Key words: ovarian cancer, HER-2/neu, immunohistochemistry, FISH.
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INTRODUCTION

Le cancer de I'ovaire est le cinquieme cancer féminin et consti-
tue la principale cause de déceés par les cancers gynécolo-
giques [1]. La résection chirurgicale est standard, tandis que la
chimiothérapie est réservée aux patientes atteintes de tumeurs
de haut grade ou celles qui sont au stade IC ou plus [1,2]. Ce
qui suggere de nouvelles approches thérapeutiques basées sur
les marqueurs biologiques, tels que les facteurs de croissance.
Le Her-2 est un proto-oncogéne appartenant a la famille des ré-
cepteurs de facteurs de croissance, qui joue un réle dans la dif-
férenciation et la prolifération cellulaire [3]. L'amplification et/ou
la surexpression de Her-2 a été montrée dans une variété de tu-
meurs humaines, y compris les carcinomes du sein, de I'esto-
mac, des glandes salivaires, de la peau et des ovaires [4, 5-12].
L'objectif de notre travail consiste a étudier, par le biais des tech-
niques immuno-histochimiques et I'hybridation in situ par fluo-
rescence (FISH), la surexpression du géne Her-2 dans le
cancer épithélial de I'ovaire sans les tumeurs borderline ova-
riennes et en corrélation avec le type histologique, le stade ana-
tomo-clinique et le grade histologique.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons réalisé notre étude sur 57 cas de cancer ovariens,
avec 13 biopsies et 44 piéces chirurgicales fixés en formol a 10%,
colligés dans notre service de pathologie entre 1996 et 2012.

Les classification FIGO et Silverberg ont été utilisées pour le
stade anatomo-clinique et le grade histo-pathologique.

La surexpression du géne Her2 a été évaluée par la technique
d’immunohistochimie (IHC) en utilisant le Hercep test TM
(DAKO®), et contrdlée par I'hybridation in situ par fluorescence
(FISH) pour les cas de score (1+) et le score (2+) en utilisant le
kit PathVysion Her-2 de sonde (DAKO ®)).

RESULTATS

L'age moyen des patients était de 50 ans (16-81 ans).

Nous avons travaillé sur 57 cas comportant uniquement les car-
cinomes épithéliaux de I'ovaire sans tumeurs borderline.

Dans notre série, la surexpression de Her2 des carcinomes ova-
riens est observée beaucoup plus dans les carcinomes séreux
58 % (11 cas sur 19 cas) (Figure 1) que dans les carcinomes
mucineux 42 % (8 cas sur 19 cas).

Dans notre série, la surexpression de la protéine Her2, précisé-
ment le score (+3), est observée dans les hauts gardes et les
stades anatomo-cliniques tardifs extra-ovariens (voire tableau 1).
La protéine Her2 était surexprimée dans 34 % (19 sur 57) des
cas. Aucune corrélation avec |'age et le sexe n'a été observée.

DISCUSSION

Le cancer de I'ovaire est le cinquieme cancer féminin et consti-
tue la principale cause de déceés par les cancers gynécologiques
[1]. I est diagnostiqué souvent trés tardivement avec un stade
relativement avancé [13]. La plupart des cancers de l'ovaire sont
d'origine épithéliale dans environ 90% des cas [14,15]. Le car-

Figure 1. Carcinome séreux montre A) marquage membra-
naire complet, fort et intense dans plus de 10 % (IHC), B)
Amplification du gene Her-2/neu (FISH) (signal rouge).

Tableau 1. Corrélation entre la surexpression de Her2
et le type histo-pathologique, grade et le stade ana-
tomo-clinique des 57 cas de carcinomes ovariens (18
mucineux et 39 séreux).

Type histo-pathologique, Grade et stade Marquage membranaire HER2

Négative Moyen Fort
Mucineux
Grade | 1 0 2
Grade Il 7 1 4
Grade Il 0 1 2
Total 8 2 8
Stade (FIGO)
I (A, B, C) 2 1 4
Il (A, B, C) 1 0 2
Il (A, B, C) 3 0 1
v 2 1 1
Total 8 2 8
Séreux
Grade | 4 4 5
Grade |l 10 4 3
Grade Ill 5 1 3
Total 19 9 1"
Stade (FIGO)
I (A B,C) 8 6 6
Il (A, B, C) 7 3 3
Il (A, B, C) 3 0 0
[\ 1 0 2
Total 19 9 1

cinome épithélial de I'ovaire est le cancer gynécologique le plus
mortel dans le monde [16], avec une faible survie a 5 ans qui est
estimée a 35 % tous stades confondus [17].

La résection chirurgicale est standard, tandis que la chimiothérapie
est réservée aux patientes atteintes de tumeurs de haut grade ou
celles qui sont de stade IC ou plus [2,18]. Ceci suggere le déve-
loppement de nouvelles approches thérapeutiques qui se basent
sur les marqueurs biologiques tels que les facteurs de croissance.
Le géne Her-2 est situé sur le chromosome 17921, code pour
une protéine transmembranaire (p185) a activité tyrosine kinase
[9,18,19] et il occupe une place importante dans le développe-
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ment de nouvelles thérapeutiques anti-tumorale, vise ainsi a
inhiber les différentes étapes de la transduction des signaux de
différenciation, de la prolifération, et de l'invasion ou de la sur-
vie cellulaire [20,21]. Sa surexpression a été rapportée dans de
nombreux cancers humains, dans 20 a 30% des cancers du
sein [22], et dans 5 & 25% des cancers gastriques [9]. Cepen-
dant, il y a relativement peu de données sur I'amplification et la
surexpression du Her-2 dans les cancers de I'ovaire.

Dans notre série, le taux d’expression est suffisamment signifi-
catif dans le cancer de I'ovaire (34%) a I'aide de 'immunohisto-
chimie complétée par FISH [22]. La littérature nous montre un
taux d’expression variable d’'une étude a I'autre allons de 12%
a52,5% [6, 7,11, 23, 24,25, 26, 29, 30] ; cette variabilité serait
en relation avec la taille des échantillons qui est aussi trés va-
riable et selon la méthode utilisée. (Voire Tableau 2).

La surexpression de Her-2 est observée dans les hauts gardes
et stades anatomo-clinique tardifs du cancer de I'ovaire, ceci
est similaire a la littérature [6, 7, 23, 26, 27, 28, 29, 30].

La surexpression de Her-2 est observée plus dans les carcinomes
séreux, que les carcinomes mucineux, ceci est similaire a la litté-
rature [6, 7, 23, 28, 29, 30] et contrairement au Meden et al [26].

Tableau 2. La surexpression de Her2 dans le cancer de
I'ovaire en comparaissant avec nos résultats

Taille Fréquence de la surex-
de I'échantillon pression HER2 (%)
Notre étude 57 34

Hogdall et al, 2003. [23] 181 52.5

Hellstrom et al, 2001. [29] 20 25 (stade Ill et IV)

Berchuck et al, 1997.[6] 73 32
Meden et al, 1997. [26] 275 19
Wu et al, 2004. [7] 48 12 (stade | et II)

Feng et al, 2008. [30] 51 23.5

CONCLUSIONS

La thérapie ciblée améliorerait la prise en charge des cancers
épithéliales de I'ovaire, d’ou I'intérét de développer I'évaluation
de I'expression des récepteurs épidermiques de facteur de
croissance comme le trastuzumab (Herceptin ®), afin d’aug-
menter la survie et la qualité de vie.
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RESUME

Notre objectif a été d’effectuer une revue descriptive et histopathologique des cancers de |'estomac dans la Wilaya de Sidi
Bel Abbes, afin d’en apprécier I'ampleur dans la region. '

Nous avions ainsi réalisé une étude hospitaliere, de janvier 2002 a janvier 2012, basée sur les données du Laboratoire
d’'Anatomie pathologique.

Au cours de la période d’études, nous avions enregistré 885 pathologies gastro-intestinales, analysées microscopiquement
par 100 biopsies et 68 pieces opératoires, ayant concerné tant les hommes que les femmes. L’dge moyen était de 68,5 ans,
avec deux pics dans les deux sexes. Le type histologique dominant a été I'adénocarcinome et nous avions enregistré la

forme particuliére de tumeur stromale.
Mots clés : cancer, estomac, Siddi Bel Abbes

SUMMARY

Our objective was to make a descriptive and pathological
review of gastric cancers in the wilaya of Sidi Bel Abbes and
to appreciate the burden of this disease in the area.

We had conducted an hospital study, since January 2002 to
January 2012, based on data collected in the pathological
laboratory.

During this period, we had registred 168 gastric cancers
among 885 gastro-intestinal pathologies. These 168 gastric

INTRODUCTION

cancers were analysed by biopsies (100 cases) and surgical
specimens (68 cases). It was about 58 % of men and 42
of women, the average age was 68.5 years and there was
two peak in the two sexs. The predominant histological type
was the adenocarcinoma and we had also a particular type
named gastrointestinal stromal tumor (GIST).

Key words : cancer, stomach, Sidi Bel Abbes

Les progrés enregistrés dans|utilisation de la fibroscopie eoso-gastrique ont permis de mettre en évidence la place des
cancers gastriques en pathologie digestive (1). A partir des données obtenues en Anatomo-pathologie, nous avions jugé
important d’étudier le poids des cancers gastrigues dans la wilaya de Sidi Bel Abbes en Algérie.

MATERIELS ET METHODES

L’étude que nous avions réalisée, a été descriptive,
rétrospective au Laboratoire d’Anatomie et cytologie
pathologiques du CHU de Sidi Bel Abbes en Algérie.
Elle avait été menée de janvier 2002 & janvier 2012. Les
analyses microscopiques avaient été effectuées sur fragment
de biopsie per endoscopique et sur piéces opératoires en
provenance des Services de Gastroentérologie, de Chirurgie
et des urgences ; fixés dans le formol a 10 %.

Les prélévements ainsi obtenus étaient confectionnés en bloc
de paraffine et colorés selon la technique conventionnelle.
Pour certaines lames, une deuxieme lecture était programmeée
a la réception de renseignements cliniques complémentaires.

TABLEAU |
répartition des patients selon les tranches d'dges et le sexe

RESULTATS

Durant la période d'étude, 885 cas de pathologies gastro-
intestinales ont été recus dans le Laboratoire, 168 (18,9 %)
étaient de localisation gastrique et de nature maligne. Le
matériel recu au laboratoire était composé de 100 (60 %)
prélévements biopsiques endoscopiques et 68 (40 %) pieces
opératoires. Ces prélevements avaient concerné 98 hommes
(58 %) et 70 femmes (42 %) avec un rythme annuel de 4
a 34 prélevements.

La gamme d’ages était large de 17 a 95 ans et deux pics
entre 59 -78 ans pour les hommes et 63-78 pour les femmes.
Les types histologiques rencontrés ont été rassemblés dans
le tableau Il

Tranches d'ages en ans Hommes

17 - 26 1 3 4 2,4
27 - 38 10 6 16 8,5
39 - 48 10 11 21 125
49 - 58 17 14 31 18,5
59 - 68 27 12 39 23.2
69 - 78 27 18 45 26,8
79 et plus 6 6 12 Tl
TOTAL 98 70 168

REVUEINTERNATIONALE SEMESTRIELLE DE CANCERCLOGIE GAHC/NOLCL'meUQ
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DISCUSSION

La faible proportion des cancers bronchiques primitifs en
milieu hospitalier africain a été confirmée par d’autres
auteurs africains, M’Bra en Cote d’lvoire (4) et Diallo au
Mali (5). En effet dans tous les cas, cette pathologie ne
représente que moins de 10 % , sauf en milieu chirurgical
trés spécialisé.

La nécessité d'une longue durée de consommation, la
classique donnée sociale de prédominance masculine dans
la consommation tabagique, vont expliquer les chiffres
similaires rencontrées tant en Afrique (4,5) qu’en Occident
(6) pour le sexe et |'dge moyen. Le décalage remarqué
par rapport a I'age plus élevé en France (6) semble bien
attribuable a une espérance de vie supérieure.

il sied important de noter gue le niveau moyen de
consommation tabaci;ique dans notre série est presque deux
fois plus élevé que dans les autres pays africains (4,5).

Cliniguement nos données rejoignent les différentes
publications tant occidentales qu'africaines (2,4,6) pour

REFERENCES
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relever la place de I'altération de I'état général et des signes
fonctionnels respiratoires.

Trois difficultés essentielles a souligner :

- Le délai diagnostique long, double de celui observé par
Blanchon en France (6), ﬁexpiication étant les ruptures
fréquentes des consommables au Laboratoire et le petit
nombre de pathologistes

- Le cofit de la chimiothérapie, hors de portée pour la majorité
de la population, réduit sensiblement son utilisation

- Lesinterruptions fréquentes du Service de Radiothérapie,
obligeant a |'évacuation sanitaire a F’étranger pour les
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ANNEXE 01

I. Les techniques histologiques usuelles (standard)

La qualité des prélevements conditionne la qualité de I'étude anatomopathologique, en

s'assurant de la bonne réalisation des techniques histologiquesdes prélévements.

I. 1. Enregistrement

Les prélevements sont acheminés au service de pathologie (anatomie et de cytologie

pathologiques) du CHUSBA et accompagnés d'une fiche de renseignements remplient par le

médecin prescripteur, qui doit mentionner :

&

L’identité du patient : nom, prénom, sexe, profession.

La date (jour et heure).

Le siége anatomo-clinique

La nature du prélevement (biopsie ou piece chirurgicales).

Les hypothéses diagnostiques.

L'aspect macroscopique ou endoscopique des lésions (un compte-rendu opératoire peut
étre utilement joint) ; éventuellement I'aspect d'imagerie.

Les antécédents pathologiques du patient, en particulier, dans la mesure du possible, les
antécédents d’examens anatomopathologiques effectués dans un autre laboratoire. La
nature des traitements éventuellement administrés au malade.

le nom et coordonnées du médecin prescripteur et du préleveur et des autres médecins

correspondants.

Le prélevement est codifié par un numéro d’identification qui sera retranscrit sur les blocs et

les lames.
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I. 2. Fixation des prélevements

Le prélévement doit étre rapidement conditionné (pour éviter les phénomeénes de putréfaction)

soit par fixation, soit par congélation.

Dans le cas de nos échantillons, il s’agit d’une fixation permettant la conservation de la
morphologie des tissus et des cellules en assurant I'immobilisation des constituants cellulaires
ou tissulaires dans un état aussi proche que possible de I'état vivant, en utilisant le liquide
fixateur le plus utilis¢ pour I’examen en microscopie photonique est le formaldéhyde « formol
» tamponné a 10% dans un volume de fixateur suffisant (au moins 10 fois le volume de la
piéce), dans un récipient assez grand pour ne pas déformer le prélévement pendant 4 a 6 h pour

les biopsies, 24 h au moins pour les piéces opératoires.
I. 3. Etude macroscopique (description et mise en cassettes)

L'examen macroscopique a une importance capitale pour I'examen histologique et le diagnostic.
Il permet de sélectionner les territoires a prélever pour I'étude microscopique (zones lésées,
zones d'aspect macroscopique sain et limites d'exérése) en se basant sur la science descriptive

a ’ceil nu.

La description de nos piéces opératoires (les gastrectomies et les annexectomies ou

hystérectomie totale...) doit porter sur les éléments suivants :

& Longueur et circonférences (ou diamétres) de la piéce ;

& Aspect externe général (dilatation, rétrécissement, conglomérat d'anses, adhérences de
segments d'organes voisins, etc.) ;

& Aspect de la paroi : épaisseur, anomalies (hypertrophie, amincissement, dilatation,

diverticules, etc.) ;
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& Aspect de la muqueuse : conservation ou perte des plis, oedeme, hémorragie, ulcération
(nombre, dimensions et situation : pré ou antimésentérique, distance par rapport aux
bords de résection chirurgicale); dans nos échantillons tumorales, insisté sur 1’aspect
macroscopique

& Présence des ulcéro-végétants, taille, extension par rapport a la circonférence,
profondeur d'invasion (mésentére, séreuse), perforation, infiltration de structures
adjacentes (structure pelviennes, etc), infiltration tumorale ;

@ Ganglions : leur situation en cas de tumeur doit étre releveée avec exactitude et leur

nombre doit aussi étre précisé étant donné que celui-ci est requis dans la classification

(plus spécialement dans le cas de nos carcinomes gastriques).

Apres la précision de I’aspect macroscopique, on pratiquera des coupes et elles sont misent en

cassettes.

Les biopsies(des biopsies gastriques, ovariennes et au niveau de la vessie) sont comptées et

déposés dans un filtre pour empécher leurs pertes, puis sont mises en cassettes en totaliteé.

Apreés le choix des coupes destinées a l'analyse microscopique, les restes de la piéce opératoire
sont conservés pendant quelques jours ou semaines afin de pouvoir en cas de nécessité effectuer

des prélevements complémentaires ou reprise de macroscopie.

1.4. Inclusion (déshydratation et imprégnation)

Apreés I’étape d’examen macroscopique, les tissus contenus dans les cassettes sont déshydratés

par le passage dans un automate d’inclusion, dans une série de solvants organiques, qui assure :
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o Déshydratation

La déshydratation est nécessaire pour faire sortir I’eau présente dans les tissus, elle se fait par
immersion de nos échantillons dans des bains successifs d’alcool a différents degrés par ordre

croissant 75°, 95°, 100° suivi par trois bains d’acétone résidu et trois bains de xylene.
o Imprégnation

Se fait par immersion de nos échantillons dans deux bains de paraffine fondue a 65°c pendant

deux heures afin de préparer le tissu a la coupe.
I. 5. L’enrobage

Grace a un appareil (EG) 1160, groupe thermoélectrique, qui a pour but a inclure le tissu

imprégné dans un bloc de paraffine, nous avons pu avoir une forme rigide préte a la coupe.
I. 6. Réalisation des coupes

A I’aide d’un microtome rotatif de type RM 2235, nous avons réalisé des coupes de 3 a 5 pm
d’¢épaisseur. Cette épaisseur permet aux rayons lumineux du microscope de traverser le
préléevement et d“éviter les superpositions cellulaires. La coupe est déposée et collée sur une
lame en verre, De multiples coupes peuvent étre faites pour les autres techniques

complémentaires.
I. 7. Coloration

Pour que les colorants (des solutions aqueuses) pénetrent a I’intérieur du tissu et pour mieux
reconnaitre et visualiser les différents éléments tissulaires, nous avons procédé a un
déparaffinage en mettant les lames dans une étuve a 250°C ensuite placer dans un portoir

émergeé dans un bain de xyléme pendant 2 min ou par le toluene, puis les lames sont colorées
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grace a un automate par le passage dans des bains successifs. La coloration associe un colorant

basique nucléaire (Hématoxyline) et un colorant acide cytoplasmique (Eosine).
1. 8. Montage

Les lames colorées doivent étre protégées pour rendre possible leur examen microscopique et
leur conservation sans aucune altération, par une colle de verre EUKITT. Puis nous avons laissé

les lames séchées soit a 1’air libre ou dans une étuve pour quelque minute.
I. 9. Lecture microscopique

La lecture dans cette étape de techniques a été faite par un microscope optique de type LEICA
DM 1000 multiple tétes de grossissement, en commencant par le faible grossissement (X10),

puis aux (X20) et (X40).
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Bains d’immersion

Durée d’immersion

Formol 1heure FIXATION
Alcool 75% 2 heures

Alcool 95% 1 heure

Alcool 100% 1 heure PESHYDRATATION
Acétone  résidu or  évaporation 1 heure

<=0.001%

Acétone  résidu or  évaporation 1 heure

<=0.001%

Acétone  résidu or  évaporation 1 heure

<=0.001%

Xylene 1 heure

Xylene 1 heure

Xylene 1 heure

Paraffine 2 heures

Paraffine 2 heures IMPREGNATION
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Les bains de la coloration standard

Temps Produit Nombre du bain
2min Toluéne or xyléeme 1
2 min Alcool 100° 2
2 min Alcool 95° 3
2 min Alcool 75° 4
10 seconds | Eau 5
5 min Hématoxyline Harris 6
10 seconds | Eau 7
8 seconds | Acide Hydrochlorique 8
10 seconds | Carbonate lithium 9
10 seconds | Eau 10
1 min Alcool 95° 11
10 seconds | Eosine 12
2 min Alcool 100° 13
2 min Alcool 100° 14
2 min Xyléne or toluene 15

Annexe 3




Annexes Annexe 4

ANNEXE 04

BenchMark XT (VENTANA®)

L’appareil BenchMark® XT automatise 1’immunomarquage des tissus, comporte quatre (04)

composants principaux qui constituent un systeme :

» L’ordinateur et son logiciel.

» Le sous-ensemble de coloration (immunomarquage).

> Le sous-ensemble Automated Fluidics Subassembly (AFS — sous-ensemble Fluidics
automatise)

& Le compresseur d’air situé dans I’AFS est contr6lé par le sous-ensemble de
coloration.

& Le compresseur d’air situé dans 1I’AFS alimente le sous-ensemble de coloration
en air sous pression et en consommables via des tubulures en plastique (le sous-
ensemble de coloration ne fonctionne pas sans air et consommables)

> Le sous-ensemble des récipients a déchets. (il s’agit de deux récipients de grande taille

qui recueillent les déchets liquides lors de la coloration).

Le sous-ensembleBenchMark® XT de coloration concentre toutes les opérations de traitements

des lames. Il comporte :

¥~ Un carrousel de réactifs

¥~ Des moteurs

F~ Des buses (nozzles)

¥~ Des tubulures

¥~ Des thermoPads distincts

¥~ Des valves

&~ Un mécanisme de distribution
&~ Un micro-ordinateur

8~ Un lecteur de codes-barres

¥~ D’autres composants (récipients...)
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ANNEXE 05
Techniques de biologie moléculaire in situ : L'Hybridation In Situ Fluorescente (FISH)
Préparation des lames

®~ Nous avons coupé les blocs des lésions inclus en paraffinea: 3 a 5 um d’épaisseur (En
dessous de 3 pm, risque majeur de sur-digestion des noyaux et au-dessous de 5 pm,
risque important de superposition des noyaux).

& Etalement sur lames gélatinisées.

@ Séchage des lames : 4 a 5 heures a 56°c ou 1 nuit a 37°c.

& Deéparaffinage et réhydratation par 2 lavages au Xylene (5 a 10 minutes) ,2 bains

d’alcool 96°c et 2 bains d’alcool 70°c pendant 2 minutes pour chacun.
% Puis nous avons mis nos lames dans un bain de solution de lavage(eau distillée ou

tampon spécifique, nous avons utilisé Wash Buffer dilué a 1/20 H20).
Pré-traitement de la lame a la chaleur

%~ Nous avons procédé a un prétraitement par une solution spéciale puis un préchauffage
a 95°c au bain marie pendant 10 minutes a 98°c.

& Laisser refroidir a température ambiante pendant 15 minutes.

@ Laver dans 2 bains de solution de lavage(eau distillée ou tampon spécifique, nous avons

utilise Wash Buffer dilue a 1/20 H,O) pendant 3 minutes.
Digestion des tissus (Etape trés délicate)

& La pepsine est appliquée sous forme de gouttes pour recouvrir la coupe.

%~ Faire I’étape de la digestion a température ambiante (37°C) pendant une durée

conseillée de la sonde (6 minutes et 30 secondes).
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® Finaliser cette étape avec un bain de lavage (eau distillée ou tampon spécifique, nous

avons utilisé Wash Buffer dilué a 1/20 H20) pendant 3 minutes.

Déshydratation puis séchage de la lame

%~ 3 bains d’alcool de 70°c, 85°c et 96°c successifs pendant 2 minutes pour chacun.

& Séchez les lames puis nous les avons mis dans la chambre humide dans 1’obscurité.

Dépot de la sonde

%~ A I’aide d’une micropipette, nous avons déposé la sonde (Probe flc3 HER2 probe) au
centre de la lame puis nous avons mis lamelle en évitant la formation de bulles par le
dépot d’une colle du kit (converslip sealat) (Le volume de sondes peut étre adapté a la

grosseur du prélévement).

Dénaturation / Hybridation

%~ Nous avons mis nos lames dans un thermobrite(annexe 06).

® Mettez-les dans la chambre humide puis dans 1’étuve a 45°c pendant une nuit.

Lavages post-hybridation

Ils permettent d’éliminer 1’excés de sondes (non spécifiquement fixés) apres d’enlever

délicatement les lamelles

& Porter la solution de lavage stringent a la température 65°c au bain-marie pendant 10
minutes (préparation de solution de lavage stringent Wash Buffer dilué a 1/20 avec 570
ml de I’eau distillée et 3ml de stringent Wash Buffer).

%~ Deux bais de lavages stringent pendant 3 minutes pour chacun.

%~ Puis nous avons déshydraté les tissus par 3 bains d’alcool de 70°, 85° et 96°c

successifs pendant 2 minutes pour chacun.
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%~ Laisser sécher a 1’obscurité pendant 30 minutes.

Montage

% Appliquer 10 a 20 pL de solution DAPI sur les lamelles
%~ Stockage a I’obscurité au congélateur -20°C
%~ En fin nous avons passé a la lecture au microscope a fluorescence ......... avant 7 jours

qui suivent.
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