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La surexpression du récepteur HER2 a été détectée dans plusieurs cancers, parmi ces cancers
on trouve la tumeur gastrique. Notre étude a été portée sur 35 cas de tumeurs gastriques (24 hommes
et 11 femmes) d’une moyenne d’age de 55ans. Le but de ce travail est d'évaluer la surexpression de
I’HER2 dans les adénocarcinomes gastriques avancés tout en comparant nos résultats avec ceux de la

littérature.

Dans notre étude, les patients HER?2 positifs sont les moins nombreux (14%). Ce sont les HER2
négatifs qui présentent un pourcentage élevé (86%). Les protéines HER2 interviennent dans la
régulation de la croissance, la division et la différenciation cellulaire. Cependant, leur présence en
exces a la surface des cellules tumorales donne a la maladie un caractere agressif. On a, en effet,
constaté dans le cas des HER2 positifs une agressivité plus importante de la cellule tumorale, des
rechutes plus rapides de la maladie, la survenue plus fréquente de métastases et une résistance de la
tumeur aux thérapeutiques conventionnelles. Mais ces cancers, bien particuliers, peuvent bénéficier de
traitement ciblé. D’ou I’intérét de rechercher le statut HER2 pour une meilleure prise en charge des

patients. Dans ce sens, la technique immunohistochimique est d’une grande importance.

Cette ¢étude a montré que I’utilisation de 1I’immunohistochimie aux pratiques cliniques
courantes est essentielle. Elle permet une meilleure prise en charge des patients par une thérapie ciblée

tout en évitant les effets toxiques inutiles découlant d’un traitement inefficace.
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INTRODUCTION




Le cancer de I’estomac est 1’'un des tumeurs les plus fréquentes, il occupe le 5eme rang des
cancers dans le monde soit 8,4% de tous les cancers [1], Il se développe aux dépens des tissus de
I'estomac. Bien que son incidence ait diminué depuis plusieurs années dans presque toutes les régions

du monde, le cancer gastrique reste un probléme de santé publique majeur a 1’échelle mondiale.

Actuellement, grace aux progres réalisés en endoscopie et en imagerie médicale, le diagnostic
du cancer de I’estomac peut étre fait a des stades précoces permettant ainsi un traitement curatif et une
amélioration de la survie. La chirurgie constitue le seul traitement curatif des cancers gastriques, mais
malheureusement, elle n’est pas toujours envisageable, et les thérapies actuellement utilisées
présentent pas mal d’effets secondaires indésirables, d’ou I’intérét de la thérapie ciblées, qui permet

d’éviter des traitements inutiles et d’améliorer la qualité de vie des patients.

Le récepteur du facteur de croissance épidermique humain 2 (HERZ2, connu aussi sous la
nomination ErbB-2) est un récepteur transmembranaire de type tyrosine kinase dont le poids
moléculaire est de 185 kDa [2]. La détermination du statut de ce récepteur dans les tumeurs gastriques
se fait par une étude immunohistochimique (IHC), puis par une technique d’hybridation in situ
fluorescente (HIS). Cependant I’'immunohistochimie est suffisante dans la majorité des cas pour
sélectionner les patients qui vont bénéficier d’un traitement ciblé anti-HER2 [3]. Il s’agit du
trastuzumab (HerceptinMC) qui est un anticorps monoclonal qui blogue la partie extracellulaire de
HER2 [4], ce qui provoque une inhibition de la prolifération des cellules tumorales et une réduction

significative de la mortalité.

L’objectif de notre travail consiste a :
e Rapporter les aspects anatomopathologiques des tumeurs gastriques.

e Déterminer le statut de HER2 par I’immunohistochimie.


https://www.google.co.ma/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj2oL-Y1PvTAhXDfRoKHSh7BuwQFggxMAE&url=http%3A%2F%2Ffr.medipedia.be%2Fcancer-du-sein-her2-positif%2Ftraitements%2Fle-trastuzumab-emtansine-nouveau-traitement-cible-anti-her2&usg=AFQjCNGXmgvh6fXpNLgxEYVHs7ofIpMhsw&sig2=Cw_-6vxn8jdZOkkTF7F0Ew

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. GENERALITES SUR LES TUMEURS GASTRIQUES
1. Définition

L’estomac fait partie du systéme digestif. Il se trouve entre 1’cesophage et le duodénum et se

compose de trois parties principales qui sont le fundus, le corps et I’antre.

Le cancer de I’estomac est une maladie qui se développe a partir d’'une cellule de 1’estomac
initialement normale qui se transforme et se multiplie de fagcon anarchique pour former une tumeur
maligne. 1l se développe a partir d’altérations cellulaires de la muqueuse gastrique et peut se développer

a la surface de la muqueuse épithéliale ou en profondeur dans la paroi gastrique et la perforer.

Les adénocarcinomes représentent 90% des cancers gastriques et sont des tumeurs qui se
développent a partir de la muqueuse. Les autres tumeurs gastriques comprennent des tumeurs stromales,

des tumeurs endocrines ou des lymphomes [5].

2. Epidémiologie

Le cancer gastrique est en diminution depuis 50 ans dans les pays occidentaux. Ceci peut
s’expliquer par la diminution de la prévalence de I’infection a Helicobacter pylori en rapport avec
I’amélioration des conditions de vie et d’hygiene, ainsi que par des modifications d’habitudes
alimentaires et du recours accru aux antibiotiques [6].Cependant, bien que leur incidence annuelle
diminue, il demeure l'une des dix premiéres causes mondiales de mortalité liée au cancer [7], il

représente la troisieme cause de déces par cancer dans le monde apres celui des poumons et du foie [8].

Dans le monde, I'Afrique représente une région a faible risque du cancer gastrique, I'Europe
occidentale et I'Amérique du Nord sont des régions a risque moyen, L’Asie (plus de 40 % des cas pour

la Chine), I’Amérique du Sud (Andes) et I’Europe de I’Est ont les plus hautes incidences. [7].

En Afrique, I’incidence en 2002 était estimée a 15/100000 habitants chez 1’homme contre
8,5/100000 habitants chez la femme. Au Mali Le cancer gastrique a montré une augmentation de
I'incidence par rapport aux autres pays d'Afrique, ainsi qu'une incidence plus augmentée en Afrique

Sub saharienne par rapport a I'Afrique du nord [9].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4085899/#CIT0001

Au Maroc, le cancer de I’estomac représente le deuxieme cancer du tube digestif le plus
fréquent dans la région de Fés-Boulemane ou il constitue 7% de 1’ensemble des cancers masculins et
5% de I’ensemble des cancers féminins. [10].

Le cancer gastrique survient rarement avant 1’age de 40 ans, l'incidence augmente rapidement
au-dela avec un pic pendant la septieme décennie [7]. 1l touche plus fréeguemment les hommes (ratio
Séme

2/1) [11], et constitue le 2°™ cancer chez I'homme et le cancer chez la femme en Asie et a travers

le monde [12, 13].

3. Facteurs de risque

Le cancer de I’estomac est associ¢ a plusieurs facteurs de risque. De maniére générale, le
cancer évolue préferentiellement sur des lésions cellulaires préexistantes. Ces lésions peuvent étre
causées par 1’age, mais aussi par des facteurs environnementaux, des facteurs comportementaux, des

prédispositions génétiques ou encore des antécédents médicaux ou familiaux.

3. 1 Facteurs environnementaux

Helicobacter pylori est une bactérie présente dans I'estomac humain, Elle est classée par
I'agence internationale de recherche des cancers (IARC) comme facteur carcinogene, avec un risque
relatif de cancer gastrique de 2 a 6 fois plus élevé chez les patients infectés par I'HP par rapport a une
population non infectee [5, 12].

La réaction inflammatoire entrainée par la présence de Helicobacter pylori est le point de départ
commun de tous les processus de cancérogenése gastrique [14, 15]. Cette bactérie serait responsable
d’environ 80 % des cancers de I’estomac. Elle est acquise dans I’enfance, et colonise la muqueuse
gastrique et peut entrainer une gastrite chronique qui a son tour peut favoriser le développement d’un

cancer. Environ 1 % des personnes infectées développeront un cancer de I’estomac.

3.2 Facteurs comportementaux

L’alimentation : Un des facteurs alimentaires les plus étudiés par ailleurs est le régime salé.
Une étude écologique japonaise a suggéré une corrélation presque linéaire entre le taux de mortalité
cumulée du cancer de I'estomac et le niveau médian d'excrétion de sel d'urine apres 24h [16, 17].

La consommation de sel en grande quantité augmente le risque de gastrite atrophique et de
métaplasie intestinale [18]. Des études expérimentales indiquent que le sel facilite la colonisation par H.
pylori chez la souris [19], et induit des modifications de 1’épithélium gastrique, le rendant plus

susceptible aux carcinogenes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4085899/#CIT0001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4085899/#CIT0001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4085899/#CIT0001

Les nitrites ont été également incriminés. Ils proviennent essentiellement de 1’alimentation, soit
des procédés de fabrication (salaisons, fumaisons, conserves), soit en raison de la conversion de nitrate

en nitrite par les bactéries [7].

Le tabagisme : a été considéré également comme facteur de risque de cancer gastrique, il était
classé par ’TARC comme carcinogéne du groupe 1 au niveau gastrique, plusieurs études coréennes ont
montré une association entre la durée du tabagisme et l'incidence et la mortalité liée au cancer gastrique
[20, 21, 22].

3.3 Facteurs génétiques

La prédisposition genétique est considérée comme étant un facteur de développement du cancer
de I’estomac dans 5 a 10 % des cas. Par exemple, le fait d’étre du groupe sanguin A, [23] peut
augmenter de 10 % a 20 % le risque de développer un cancer gastrique, alors qu’un antécédent familial
de cancer gastrique chez un parent de premier degré le multiplie par 2 par rapport & la population
générale [24].

D’autres facteurs, plus étudiés, peuvent étre cités :

e Lesyndrome de Lynch

Les patients atteints de syndrome de Lynch qui présentent des mutations sur certains genes
(MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) de réparation de 1’acide désoxyribonucléique (ADN), ont un risque
de développer un cancer gastrique [25], qui est estimé a 20 % [26].

e Le cancer gastrique diffus héréditaire

Selon la Haute Autorité de santé (HAS), 1 a 3 % des cancers gastriques seraient héréditaires. Le
cancer gastrique diffus héréditaire se caractérise par une transmission autosomigque dominante du gene
CDHI muté [27]. Ce gene code pour la protéine E-Cadhérine impliquée dans le processus d’adhésion
intercellulaire. 1l a été suggéré qu'une diminution de 50 % de la fonction normale de cette protéine (E-
Cadhérine) déclencherait la carcinogenese [28].

3.4 Les pathologies pré-cancéreuses

Certaines pathologies telles que la gastrite chronique atrophique, la dysplasie gastrique qui est
considérée comme une altération morphologique qui précede la plupart des cancers de 1’estomac,
I’ulcére chronique de I’estomac, la gastrite hypertrophique de Ménétrier, la maladie de Biermer
(gastrite atrophique auto-immune), les polypes adénomateux et une gastrectomie partielle, ont un

risque de se dégénérer en un cancer gastrique [29].



4. Carcinogenese gastrigue

Une gastrite chronique ancienne, liée a une infection & Helicobacter pylori, a une maladie de
Biermer, voire a une diéte trop riche en sel, pourrait déterminer 1’apparition d’une gastrite atrophique
chronique avec métaplasie intestinale.

L’inflammation chronique déterminerait é¢galement une destruction cellulaire épithéliale d’ou une
augmentation de la production de radicaux libres, et une accélération du renouvellement cellulaire qui
augmente le risque d’altération d’ADN.

Aprés I’inflammation, la muqueuse va passer au Stade d’atrophie, de métaplasie intestinale, de

dysplasie pour arriver au stade de cancer gastrique [30, 31].

5. Diagnostic

5. 1. Clinique

Les cancers de I’estomac sont le plus souvent diagnostiqués chez des patients symptomatiques,
présentant des formes évoluées. Les tumeurs débutantes sont habituellement asymptomatiques et
rarement détectées en dehors d’un dépistage ciblé.

Une perte de poids et des douleurs abdominales représentent les symptdmes les plus fréquents lors du
diagnostic initial [7]. Une hémorragie digestive, des vomissements, une masse palpable, des brdlures
d’estomac, une nausee et d’autres complications, peut diriger le médecin a prescrire des examens afin
de vérifier la présence d’un cancer de 1I’estomac ou d’autres problemes de santé.

De nombreux examens permettant de poser un diagnostic de cancer sont également employés : une
endoscopie oeso-gastroduodénale associée a des biopsies [32], un dosage des marqueurs tumoraux
(ex: HER2qui peut favoriser la croissance d’une tumeuren cas d’une surexpression), une

échoendoscopie, une résonance magnétique nucléaire (RMN) et d’autres.
5.2. Anatomopathologique

Elle joue un role diagnostique par I’examen des prélévements biopsiques et un réle pronostique
par la détermination du degré de I’extension tumorale sur la piéce opératoire, elle permet aussi la

différenciation entre les tumeurs bénignes et malignes et la stadification des tumeurs.



5.2.1 Les formes macroscopiques

Les formes macroscopiques correspondent aux différents aspects endoscopiques. Trois modes

de développement sont possibles : bourgeonnement, infiltration ou ulcération.

Assez rarement, 1’un d’eux prédomine pour donner naissance a:
e Des tumeurs végétantes polypoides ulcérées en surface,
e Des tumeurs infiltrantes comme les linites plastiques lorsque tout I’estomac est rétracté a paroi
rigide épaisse et indilatable et ayant une couleur blanche,
e Des tumeurs ulcériformes qui présentent une ulcération avec des contours irréguliers [29].
Dans la plupart des cas, les trois aspects macroscopiques sont associés pour donner le cancer en
« lobe d’oreille »; c’est une vaste ulcération a fond bourgeonnant creusée dans une masse infiltrante et

entourée d’un bourrelet irrégulier (figure 1).

Figure 1: Gastrectomie totale pour un volumineux cancer en «lobe d'oreille» [29].

5.2.2 Les formes microscopiques

D’une fagon générale, I’adénocarcinome gastrique est constitué de structures tubulaires,

acinaires ou papillaires, tapissées de cellules de type gastrique ou intestinal.

De nombreuses classifications ont été proposées, basées soit sur des criteres purement

histocytologiques descriptifs, soit sur des critéres de mode d’extension, donc d’évolutivité :

Classification de ’'OMS
La classification de 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) décrit quatre types

histologiques avec un degré de différentiation bien, moyen, peu différencié [33]. On distingue :
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L’adénocarcinome papillaire : composé de saillies épithéliales digitiformes avec axes fibreux ;
. L’adénocarcinome tubulé : composé de tubules dilatés et de ramifications de diameétre variable

L’adénocarcinome mucineux : composé de cellules épithéliales malignes qui apparaissent en petits
groupes flottant au sein de lacs de mucus

L’adénocarcinome a cellules indépendantes : composé de cellules en bague a chaton caractérisées

par une centrale optiqguement clair et une gouttelette de la mucine cytoplasmique avec un noyau
excentré.

Classification de Lauren

Elle inclut & la fois des critéres histologiques et architecturaux et des criteres de mode
d’extension [34, 35]. Trois formes sont distinguées

La forme intestinale : présente la structure d’un adénocarcinome tubulé ou papillaire & architecture

compacte, bien limité en périphérie avec des cellules tumorales bien différenciées formant des
structures glandulaires.

La forme diffuse : est surtout faite de cellules indépendantes peu différenciées mucosécrétantes ; elle
est mal limitée et son pronostic est plus mauvais

La forme mixte : rassemble les cas inclassables dans les deux précédentes (figure 2)
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Figure 2: (a) Adénocarcinome bien différencié tubulopapillaire de type intestinal

(b) Adénocarcinome de type diffus: nombreuses cellules tumorales isolees en « bague a
chaton » [29].



. GENERALITES SUR HER?2

1. Structure du récepteur HER?2

La prottine HER2 ou Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 est
une glycoprotéine membranaire constituée de 1255 acides aminés dont le poids moléculaire est de 185
kDa, elle est codée par un proto-oncogeéne appelé HER2/neu, localisé au niveau du chromosome 17
(chromosome 17qg21) (figure 3.a) [36].

La protéine de surface HER2 qui est un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase,
transmet les signaux de croissance de ’extérieur vers ’intérieur de la cellule et intervient dans la

régulation de la croissance, la division et la différenciation cellulaire.

Ce récepteur appartient a la famille HER, qui code quatre récepteurs transmembranaires
appelés HER1, HER2, HER3 et HER4 et il est composé d’un domaine tyrosine kinase intracellulaire et
présente une homologie avec les autres membres de la famille des récepteurs a tyrosine kinase, un
domaine transmembranaire compos¢ d’un segment lipophile qui permet 1’ancrage du récepteur dans la
membrane cellulaire et un domaine extracellulaire composé de quatre sous unités (I-1V). Les sous
unités I et 111 du domaine extracellulaire sont des sites de fixation du ligand. Les sous unités Il et IV
sont des domaines riches en cystéine permettant 1’interaction entre les monomeres. Le domaine C-

terminal est riche en résidus tyrosine qui correspondent aux sites de phosphorylation (figure 3.b) [37].
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Figure 3 : (a) Emplacement du géne HER2 sur le chromosome 17 [57].
(b) Structure du récepteur HER2 [58].
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2. Fonctionnement du récepteur HER?2

Pour étre actif, HER2 doit s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec les autres récepteurs de
sa famille. Le récepteur HER2 est en configuration ouverte avec un domaine extracellulaire fixe et
ressemble a celle de I’état activé par le ligand [38, 39], alors que les autres récepteurs en absence de
ligand sont en configuration fermée. La configuration fermée est caractérisée par des contacts étroits
entre les domaines Il et 1V, et la configuration ouverte par des contacts étroits entre les domaines | et
I11. La configuration ouverte est plus favorable a la dimérisation via les boucles des domaines 1l et V.
Ce qui peut expliquer L’absence d’affinité de HER2 pour un ligand par sa structure ouverte car il ne
requiert pas la fixation de ligand pour relacher la conformation fermée. D’autre part, Graus-Porta et
collaborateurs ont montré que HER2 était le partenaire privilégié pour la formation des hétérodimeres
[40]. Son activation peut étre alors expliquée par le fait qu’il soit le partenaire de choix dans les

hétérodimeéres, il est donc transactivé par le ligand reconnu par 1’autre récepteur de 1’hétérodimere.

Le dimére phosphorylé représente le récepteur activé. Il possede toute une série de résidus
tyrosine phosphorylés qui ont la capacité de se lier a des protéines pour former des complexes de
signalisation. Le résultat est le déclenchement de divers signaux de transduction intracellulaire, en
particulier la voie de prolifération de la cascade des MAP kinases, qui passe par les protéines RAS et
RAF, ainsi que la voie antiapoptotique de la PI3 kinase (phosphatidylinositol-3 kinase) qui passe par
les kinases AKT et mTOR (figure 4) [41].

Cette activation entraine des actions variées sur le processus de cancérisation: augmentation de

la division cellulaire, de I’angiogenése, de la diffusion métastasique, inhibition de 1’apoptose [42, 43].
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Figure 4 : Voie de signalisation du récepteur HER2 [59].

3. Surexpression du récepteur HER?

Les récepteurs HER2 ont été les premiers récepteurs membranaires clairement impliqués dans
la genese de beaucoup de cancers notamment les tumeurs solides par différents mécanismes.

La surexpression d’HER2 est rencontrée dans les cancers de 1’estomac [44] dans 10 a 30% des
cas [45,46]. Les mutations d’HER2 sont rares dans ces cancers et sa surexpression semble étre le
mécanisme principal par lequel HER2 promeut 1’oncogenése [47]. Le mode d’activation d’HER2
passe dans 95 a 98% par un phénoméne d’amplification génique suivi d’une surexpression importante,
cette surexpression aboutit a une activation continue des récepteurs HER2, ce qui induit le maintien de
son activation, de la persistance des signaux de croissance vers le noyau en stimulant la croissance

cellulaire. Ces tumeurs sont dites alors ’"HER2+°” (Figure 5).
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Figure 5: Amplification du gene HER2 et surexpression de récepteurs [60].

. ROLE DE L’IMMUNOHISTOCHIMIE DANS LA DETERMINATION DU
STATUT HER2

1. Principe de I’mmunohistochimie

L’immunohistochimie est une méthode qui permet de mettre en évidence certaines protéines
cellulaires qu'elles soient cytoplasmiques, nucléaires ou membranaires (par exemple HER?2),
spécifiques a un type ou a une fonction cellulaire, par des anticorps (immunoglobulines) dirigés de
facon spécifique contre ces antigénes, et rendus visibles au microscope par conjugaison avec des

fluorochromes ou des enzymes donnant un signal coloré (figure 6) [48].

L’utilisation de I’immunohistochimie permet de faire des progres considérables, en particulier

dans le diagnostic des maladies cancéreuses en général [49].
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Figure 6: Principe de I’immunohistochimie [61].

2. Détermination du statut HER?2

La détermination du statut HER2 est devenue de plus en plus importante. En outre, la sélection
des patients pour une thérapie par le Trastuzumab repose sur la surexpression de cette protéine [50].

La détermination du statut HER2 pour les patients atteints de cancers gastriques se fait par IHC
dans environ 90 % des cas, seuls les cas ambigus sont vérifiés par une technique d’Hybridation in situ
fluorescente [51]. Le test est réalisé sur la tumeur primitive (piéce opératoire ou biopsies). Le score de
I’THC est basé sur I’intensité du marquage membranaire et sur le pourcentage de cellules marquées. Pour
évaluer de fagon reproductible I’intensité du marquage par IHC on doit prendre en compte le degré du
grossissement microscopique (X) auquel le marquage membranaire est clairement visible, avec un seuil
de 10 % de cellules marquées pour les pieces opératoires et le marquage d’au moins 5 cellules adjacentes

cohésives pour les biopsies (tableau 1), soit :

e Grossissement faible (2,5 a 5 x) : marquage complet baso-latéral et intense = score 3+ ;
e Grossissement intermédiaire (10 a 20 x) : intensité moyenne ou faible= score 2+ ;
e Grossissement fort (40 x) :

» marquage membranaire peu intense, partiel = score 1+ ;

» aucun marquage= score 0.

Les cas ambigus ou score 2+ seront testés par une technique d’HIS, a la recherche d’une éventuelle
amplification du géne HER2 [51, 52].
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Les patients présentant des tumeurs avec une expression membranaire intense et compléte supérieure
a 10 % des cellules tumorales (score dit “3+”") et/ou FISH “positives” peuvent bénéficier d’un traitement
par le Trastuzumab. Les patients dont les tumeurs présentent un immunomarquage membranaire de plus
de 10 % des cellules tumorales, mais avec une intensité modérée (score dit “2+”), peuvent également en

bénéficier a condition qu’un statut complémentaire FISH “positif” soit objectivé.

Tableau 1 : Score pour I’évaluation du statut HER2 pour les cancers de 1’estomac [62].

basolatéral ou latéral, d'intensité
modérée A intense dans plus de
10 % des cellules tumorales
(identifiable au grossissement
X2, 5-5)

complet, basolatéral ou latéral,
d'intensité modérée A intense
dans un amas de cellules
tumorales cohésives adjacentes

Score Profil de marquage Profil de marquage Surexpression
IHC (piéces opératoires) (biopsies) de HER2
0 Pas de marquage ou marquage Absence de réactivité dans Négative
dans moins de 10 % des cellules I'ensemble des cellules
tumorales (identifiable au tumorales
grossissement X40)
1+ Marquage a peine visible dans Marquage a peine visible dans Négative
plus de 10 % des cellules un amas de cellules tumorales
tumorales ; les cellules ne sont cohésives adjacentes
marquées que sur une partie de
leur membrane (identifiable au
grossissement X40)
2+ Marquage membranaire complet, Marquage membranaire Equivoque
basolatéral ou latéral, d'intensité complet, basolatéral ou latéral,
faible & modérée dans plus de d'intensité faible & modérée dans
10 % des cellules tumorales un amas de cellules tumorales
(identifiable au grossissement cohésives adjacentes
X10-20)
3+ Marquage membranaire complet, Marquage membranaire Positive
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MATERIEL ET
METHODES
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I. ETUDE HISTOLOGIQUE

Le matériel biologique correspond a des biopsies prélevées chez les patients admis au service
d’hépato-gastro-entérologie du CHU Hassan Il-Fés pour la prise en charge d’un cancer gastrique de
type adénocarcinome. Le choix des patients a inclure est fait sur la base des critéres d’inclusion
suivants :

- Patient adulte.
- Présentant un cancer gastrique (type ADK).

- Métastasique ou non.
Ces prélévements sont destinés au laboratoire ’ANAPATHE pour un examen histologique. Ils passent

par une série d’étapes avant qu’ils ne soient lus et interprétés par le médecin anatomopathologiste :
1. La fixation

C’est une étape essentielle dans la préparation tissulaire. Son but est d’empécher 1’hydrolyse et
la digestion enzymatique des protéines, d’éviter la putréfaction des tissus par les microorganismes,
immobiliser les tissus in-situ, et garantir la conservation des structures et le durcissement des piéces,

afin de garder le prélévement dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant.

Le laboratoire d’anatomie pathologique du CHU Hassan Il utilise comme fixateur le formol
tamponné a 10%, le volume du fixateur doit représenter environ 10 fois le volume de tissu a fixer et la

durée de la fixation dépend de la taille du prélévement.

Un examen macroscopique est d’abord effectué, au cours duquel un descriptif détaillé de la
biopsie ou de la piéce est établi (taille mesurée dans les 3 dimensions, couleur, forme, aspect a la
coupe, pesée ...etc.). Les fragments sont ensuite incubés dans des cassettes susceptibles de subir une

inclusion dans la paraffine (figure 7).
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Figure 7: Examen macroscopique d’une pi¢ce opératoire [63].

2. L’inclusion

Pour que la lumiére puisse passer a travers le tissu a examiner, celui-ci doit étre tres fin. Or les
tissus sont mous, il faut donc leur donner une consistance solide permettant d’obtenir des coupes
minces au microtome. C’est le principe de I'inclusion.

L'inclusion est précédée par une étape de circulation. Au cours de cette étape on remplace
progressivement le milieu aqueux tissulaire par le milieu d’inclusion (ou d’imprégnation). Le milieu
d'inclusion utilisé au laboratoire d’anatomie pathologique du CHU Hassan II-Fes est la paraffine qui
est une substance liquide a chaud, solide a température ambiante et insoluble dans l'eau et dans
I'alcool.
Pour réaliser cette étape, un automate d’inclusion est utilisé (Figue 8).

Cet automate peut se charger de toutes les phases conduisant a la mise a disposition d'un bloc de

paraffine prét a étre coupé au microtome.

¢ La déshydratation : Elle consiste a retirer I'eau du tissu et a le remplacer par I'agent déshydratant
puisque le milieu d’inclusion utilisé (paraffine) est hydrophobe. La déshydratation est réalisée par
passage du tissu dans des bains d’éthanol de degré croissant 70%, 80%, 90% puis 100% (1h x 3,
1h30 et 2h)

e Eclaircissement : Cette étape est destinée a remplacer ’alcool par un solvant de la paraffine. En
remplacant I’agent déshydratant, le toluéne rend le tissu transparent d’ou le nom d’éclaircissement.
Cette opération se déroule dans 3 bains de Toluéne (1h, 1h30 et2h).

e Enrobage dans la paraffine : c’est 1’étape terminale de la circulation, réalisée par passage du tissu
dans 2 bains de paraffine liquide (2h et 3h).
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Figure 8: Automate permettant I’inclusion des échantillons fixés dans la paraffine apres
déshydratation [64].

L’étape finale de 1’inclusion est manuelle et consiste a réorienter convenablement le fragment

tissulaire dans le sens de la coupe dans un moule de paraffine (Figue 9).

Figure 9: Inclusion dans la paraffine [65].
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3. Reéalisation des coupes ou microtomie

Le bloc solide de paraffine contenant le tissu, est coupé grace a un microtome, les coupes de 3 a
5 um d’épaisseur sont immergées dans des bains d’alcool, puis étalées en les déplissant sur la lame par

flottation a la surface d'un bain chaud (figure 10).

Figure 10: Technique histologique [66].

A : Coupe par microtome. B : Etalement sur des lames.

4. La coloration

Il existe deux étapes préparatoires a la coloration : ce sont le déparaffinage et I’hydratation.

e Le deparaffinage :

Cette étape consiste a enlever la paraffine du tissu afin de permettre la pénétration des colorants.

Les lames sont incubées a 60°C pendant une nuit pour faire fondre la paraffine.
e L’hydratation :

Elle a pour objet de retirer le toluene du tissu et de le remplacer par de ’eau. Cette étape est
assurée par une succession de bains, d’abord dans un solvant permettant 1’¢limination de la paraffine
résiduelle (toluéne) puis dans des alcools de titre décroissant, de 100 % jusqu’a 70 %, avant un bain

dans I’eau assurant la réhydratation finale. Apres réhydratation, la coupe est colorée.

La coloration histologique permet de différencier finement tous les éléments d’un tissu. Elle

consiste a accentuer les contrastes pour mieux reconnaitre les différents éléments de la préparation.
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La coloration utilisée est de type H.E.S (hématoxyline-éosine safran). L’hématoxyline colore le noyau

en violet, 1’éosine colore le cytoplasme en rose, et le safran colore les fibres de collagene en jaune.

5. Montage des lames

Le montage permet une protection mécanique des coupes, ainsi qu’une protection chimique des
colorants. Des lamelles de verres sont fixées a I’aide d'un milieu de montage sur la coupe tissulaire. La
lame colorée est ensuite transmise au médecin anatomopathologiste pour identifier une zone contenant

plus de 50% de cellules tumorales (figure 11).

Figure 11: Coupe du tissu étalé sur lame et coloré en hématoxyline-éosine-safran [67].
. ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE

La technique immunohistochimique mesure la surexpression de la protéine HER2 soit par
automate qui se charge d’effectuer toutes les étapes nécessaires a la réalisation de I’THC, et permet
ainsi de gagner du temps et de commettre moins d’erreurs lors de la technique (figurel2), soit par

technique manuelle.

Figurel2 : Appareil d’immunohistochimie [68].
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e Protocole expérimental de ’immunohistochimie manuelle

La premiére étape pour la préparation des lames commence par le déparaffinage. Cette étape
consiste & incuber les lames a 1’étuve pendant une nuit & 60°C. Les lames sont ensuite déparaffinées
complétement grace a leurs immersions d’abord dans deux bains de toluéne (5 a 10 mn pour chaque
bain), ensuite dans deux bains d’alcool absolu (5 a 10 mn pour chaque bain). Les lames sont par la

suite rincées a 1’eau courante pendant 10 minutes.

Les lames sont égouttées, puis passées dans du peroxyde d’Hydrogéne (H20;) a 3% pendant
10 minutes afin de bloquer les peroxydases endogenes qui peuvent provoquer des réactions non
specifiques. Les lames sont rincées a 1’eau courante pendant 10 minutes. Aprés cette étape, un
démasquage antigénique qui consiste & immerger les lames dans du tampon citrate bouillant (95°C,
pH=6) pendant 45 minutes est réalisé. Les lames sont cette fois-ci rincées avec du PBS (solution de
lavage) pendant 5 minutes. Elles sont par la suite égouttées puis entourées par le PAP-PEN. Une a
deux gouttes du bloquant est ensuite déposé sur le fragment et les lames sont disposées dans une
chambre humide pendant 15 minutes. Le surplus du bloquant est enlevé en secouant la lame. Une a
deux gouttes de I’anticorps primaire monoclonal (PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)) dilué 1/600
sont appliquées pendant 45 min au cour de laquelle les lames sont disposées dans une chambre

humide.

Les lames sont ensuite égouttées et mises dans un panier, puis ils sont rincées dans deux bains

de PBS de 5 minutes chacun.

L’anticorps secondaire est ensuite appliqué (1 a 2 gouttes/fragment) puis les lames seront
disposées dans une chambre humide pendant une heure. Ensuite elles sont rincées dans deux bains de

PBS de 5 minutes chacun.

La peroxydase est appliquée pendant 15 minutes, puis les lames sont rincées dans deux bains

de PBS de 5minutes chacun soit 10 minutes.

Apreés 2 gouttes du substrat chromogene fraichement préparé sont appliquées sur chaque lame
pendant 15 minutes. Cette fois-Ci un ringage a I’eau courante suivi par un égouttage des lames est

réalisé.

L hématoxyline est appliqué pendant 2 minutes pour la coloration des noyaux. Les lames sont
ensuite rincées a 1’eau courante puis sont passées rapidement dans du carbonate de lithium saturé
pendant quelques secondes avant d’étre rincées a 1’eau de robinet pour arriver finalement au montage

des lames qui se fait a I’aide d’un milieu de montage.
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I. RESULTATS

1. Etude descriptive

L’étude a porté sur 35 patients présentant un cancer gastrique de type adénocarcinome.

1.1 Répartition selon le sexe

L’¢tude de la répartition des tumeurs gastriques selon le sexe, montre que 1’incidence la plus

élevée a été observée chez les hommes avec un sexe ratio de 2.1 (figurel3).

® Hommes

B Femmes

Figure 13 : Répartition des sujets inclus dans I'étude en fonction du sexe.

1.2 Répartition selon I’age

L’age moyen des malades présentant un cancer gastrique est de 55 ans. Les extrémes d’age sont de 39
ans et 82 ans. La figure 14 illustre le nombre de cas de cancer en fonction de la tranche d’age des

patients. C’est entre 40 et 60 ans que cette pathologie est la plus dominante avec 47%.
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Figure 14: Répartition des sujets inclus dans 1’étude en fonction de ’age.
1.3 Répartition géographique

La plupart des patients proviennent du milieu rural soit 79% (figure 15).
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Figurel5 : Répartition des sujets inclus dans 1’étude selon le milieu d’origine.

2. Résultats immunohistochimiques

L’expression du récepteur HER2 a été recherchée chez tous les patients par

immunohistochimie.
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2.1 Répartition selon le score de HER2

La figure 16 représente le pourcentage de 1’expression du récepteur HER2 en fonction du score,
cette figure montre que 14% de nos patients avaient un score positif (score 3+), et 86% des cas ayant

un test négatif répartis entre 1+ et 0+ soit (29% pour le score 1+ et 57% pour le score 0).

Expression du récepteur HER2

57%

60%

50%

40%

30%
20%
10%

0%
Score O Score 1 Score 3

Figure 16: Pourcentage de I’expression du récepteur HER2 pour chaque score.

Dans notre étude 5 patients sont classés comme des cas positifs (score 3) et 30 patients sont

classés comme des cas négatifs (score 0 et 1) (figurel?).

30

L1 Cas négatifs

LI Cas positifs

Figurel7: Répartition des sujets inclus dans 1’étude selon le score de HER2.
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Les 5 cas présentant une surexpression du récepteur HER2 détectée par I’immunohistochimie,

correspondent & 4 hommes soit 80% et une femme soit 20% (figure18).
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Figure 18 : Répartition des cas surexprimés selon le sexe.
2.2 Observation microscopique des différents scores HER2

Les figures 19,20 et 21 montrent des exemples de résultat microscopique des cancers de

I’estomac sur des biopsies.

L’échantillon de la figure 19, montre la présence de Her2 au score 3, avec des groupes de cellules
cohésives ayant un marquage membranaire intense, complet ou baso-latéral quel que soit le

pourcentage de cellules tumorales marquées.

Figure 19: Immunomarquage HER2 3+ dans un cancer gastrique.
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La figure 20 représente un cas HER2 négatif (scorel), avec un marquage a peine visible dans un amas

de cellules tumorales cohésives adjacentes.
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Figure 20 : Marquage membranaire faible et incomplet (x 400).

La figure 21 montre 1’absence de réactivité dans 1’ensemble des cellules tumorales, il s’agit d’un cas

négatif (score 0)

Figure 21 : Absence de coloration ou coloration membranaire dans les cellules tumorales (x400).
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. DISCUSSION

Les résultats épidémiologiques obtenus dans notre étude descriptive sont en accord avec ceux
de la littérature. En effet, I’4ge moyen de nos patients et la prédominance masculine concordent avec

les données qui ressortent dans d’autres études.

Dans notre série, la prédominance du sexe masculin a été mise en évidence avec 24 hommes
(68,4%) et 11 femmes (31,6%) soit un sexe ratio de 2,1. L’age moyen des patients est de 55 ans avec
des extrémes allant de 39 ans a 82 ans, ce qui est en concordance avec les résultats de plusieurs séries
telle que 1’¢étude réalisée au CHU Hassan 1l de Fes qui a noté un 4ge moyen de 52 ans avec un sex ratio
de 3,2 [52].

Dans notre travail, la recherche du profil HER2 est faite seulement par IHC, cette technique était
suffisante dans tous les cas (35 cas). Aucun cas ambigu (score2) n’a été trouvé, vue le nombre
insuffisant des patients constituant notre échantillon. Ce taux de reproductivité de la technique d’IHC
(100%) est supérieur a celui de I’étude de Hind El fatemi et al, réalisée en 2012 au laboratoire

d’anatomopathologie de CHU de Fés ou I’IHC était concluante pour 83% des cas [52].

Concernant le taux de positivité du test immunohistochimique pour la détection du récepteur
HERZ2, notre étude a montré une surexpression de 14% de ce récepteur. Ce taux reste dans la limite
recommandée dans la littérature qui est de 4% a 28% [53]. 1l est bien inférieur a celui noté dans 1’étude
faite au laboratoire d’anatomopathologie au CHU de Fés ou le taux d’expression mis en évidence est
de 32,3% a IHC seul [52], et supérieur a celui détecté dans d’autres séries telle que 1’étude réalisée au
laboratoire d’anatomopathologie, CHU Habib Bourguiba en Tunisie, qui est aboutit & un taux
d’expression de 10% [54, 55].

La variabilité de ces résultats peut étre liée a des variations techniques dépendant de la manipulation et

du traitement de tissu et a des difficultés d’interprétation.
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CONCLUSION
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Le cancer de I’estomac représente la 3éme cause de décés par cancer dans le monde, il est
grevé d’un mauvais pronostic avec une moyenne de survie ne dépassant pas un an avec les traitements
actuellement disponibles. La recherche des facteurs pronostiques comme le récepteur HER2 est

devenue indispensable pour sélectionner les patients candidats a une thérapie ciblée.

L’identification de I’expression du marqueur HER2 au niveau des tumeurs gastriques se fait par
I’immunohistochimie qui est une méthode fiable et rapide de détermination du statut de HER2. Sa
fiabilité est maximale pour les cas négatifs (score 0 et 1) ou fortement positifs (score3). Par contre,
pour les cas dont I’expression est d’intensité intermédiaire (score2), une vérification par FISH du statut
de HER2 est justifiée.

Dans notre étude, une surexpression protéique du marqueur HER?2 a été détectée chez 14% des
patients atteints de cancer gastrique, une valeur qui reste dans la limite (4 & 28%) rapportée par la
littérature [53]. Plusieurs études ont montré que les tumeurs gastriques surexprimant le marqueur
HER?2 étaient de mauvais pronostic [56], ce statut positif de HER2 est ainsi un facteur prédictif de la
réponse au trastuzumab (HerceptinMC), ce qui permet de sélectionner les patients éligibles a ce

traitement.

La poursuite de cette étude par un échantillon plus large est nécessaire afin de mieux

comprendre les particularités de ce cancer.
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Solution pour HES

Réactifs

v Toluene

v Alcool (éthanol)
Hématoxyline
Acide chlorhydrique
Solution ammoniac
Eosine
Safran
Méthanol
Eau distillée

Milieu de montage

AN N U N N N N

Lames + lamelles
Solutions
» Eau chlorhydrique 0,5% :
0,5ml d’acide chlorhydrique + 100ml d’eau distillée.
» Eau ammoniacale :
10 gouttes de solution d’ammoniac + 100ml d’eau distillée.
NB : Apres passage des lames dans I’eau ammoniacale, le tissu devient Bleu. Si ce n’est pas le
cas, on ajoute quelques gouttes de plus.
> Bain d’éosine 2% :
Dissoudre 2g d’éosine poudre dans 100ml d’eau distillée.
> Bain de safran :
Dissoudre 2g de safran dans 200ml d’éthanol.

NB : La solution est préparée la veille de la technique dans I’étuve a 50°C pendant une nuit. (Le

safran doit étre completement dissout).
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Coloration standard HES

Déparaffinage

Incubation a 1’étuve 60°C 1nuit

2 Bain de toluéne 5min

1 Bain d’alcool & 70% 5min

1 Bain d’alcool a 80% 5min

1 Bain d’alcool absolu 5min

Rincage a I’eau courant 1min
Coloration

1Bain de I’Hématoxyline 7min
Ringage al’cau courante 1min

Passage dans 1’eau chlorhydrique 0,5%
Rincage a I’eau courante

Passage a I’eau ammoniacale

Rincgage a I’eau courante 1min
1 Bain d’¢éosine 2% 7min
Rincage a I’eau courante 1min
1 Bain d’alcool a 70% 1min
1 Bain d’alcool & 80% 1min
1 Bain d’alcool absolu 1min
1 Bain de safran 15min
Ethanol-Méthanol Imin
Toluéne
NB :

e L’hématoxyline colore les noyaux en violet foncé
e [’Eosine colore les cytoplasmes en rose

e Le safran colore les fibres de collagene en jaune
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Produits chimiques nécessaires pour 'IHC

Toluéne
Alcool absolu (éthanol)
Eau oxygénée (H,0,)
Acide citrique
Tampon citrate
Citrate de sodium
PBS (Phosphate Buffer Saline)
Le bloguant (protéine bloquante)
L’anticorps primaire
L’anticorps secondaire
Peroxydase
Chromogéne + AEC (substrat)
AEC : 3-amino-9-éthylcarbazole
Hématoxyline
Carbonate de lithium
Acide chlorhydrique (HCI)
Ajuster le pH
Hydroxyde de sodium (NaOH)
Eau distillée

Milieu de montage

Lames + lamelles
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Solutions pour Pimmunohistochimie

» Tampon citrate (démasquage antigénique)

Pour préparer 1L du tampon citrate, il faut mélanger 18ml d’acide citrique avec 82ml de citrate de

sodium et compléter jusqu’ a 1L avec de I’eau distillée.

Vérifier le pH de la solution avec un pH metre et I’ajuster a 6 Si nécessaire avec de 1’acide
chlorhydrique (HCI) ou avec NaOH.

e Préparation de I’acide citrique :

Dissoudre 21g d’acide citrique poudre dans 1L d’ecau distillée, agiter la solution jusqu’a

I’homogénéisation compléte. Conserver la solution & 4°C.

e Préparation de citrate de sodium :

Dissoudre 29,419 de citrate de sodium poudre dans 1L d’eau distillée, agiter la solution jusqu’a
homogénéisation compléte. Conserver la solution a 4°C.

> Eau oxygénée (H202)
Remplir le bac de I’eau distillée et ajouter quelques gouttes d’H,0, a 30% (dilution de 1/75).
» Tampon Phosphate Salin (PBS)

Pour préparer 1L du PBS, mélanger 25,81g du Phosphate di-sodique et 3,8g du Phosphate mono-

potassique et compléter jusqu’ a 1L avec I’eau distillée.
» Carbonate de lithium sature

Mettre 4g de carbonate de lithium poudre dans 250ml d’eau distillée (jusqu’ a la saturation de la
solution).
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