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Lieu du stage

Mon stage de deux mois s’est déroulé au sein du laboratoire de recherche de
biologie moleculaire situé a la faculté de Médecine et de Pharmacie de Fés sous
la direction de Mme. LE PROFESSEUR BENNIS SANAE.
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Introduction

Le cancer gastrique représente un probléme de santé publique majeur par sa fréquence et sa
gravité. Bien que son incidence soit en diminution depuis deux décennies, le cancer gastrique
occupe actuellement le 5°™ rang des cancers les plus fréquemment diagnostiqués dans le
monde. Il est la 3eme cause de mortalité par cancer dans le monde [1]. Au Maroc, le cancer
gastrique tient la 2°™ place des cancers digestifs aprés le cancer colorectal [2]. La carcinogenése
gastrique est un processus multifactoriel qui fait intervenir des lésions précancéreuses, des
facteurs alimentaires, génétiques et environnementaux dont 1’Helicobacterpylori est le principal
facteur étiologique [3, 4,5]. Le pronostic du cancer gastrique est en général sombre, mais il s’est
notablement amélioré au cours de ces dernieres années grace a 1’avénement des thérapies
ciblées comme I’anti-HER2. Récemment, une étude réalisée dans le cadre du projet TCGA a
permis de mettre en évidence 4 sous-types moléculaires du cancer gastrique : sous-type EBV,
sous-type MSI, sous-type dit génomiquement stable (GS) et le sous-type présentant une
instabilité chromosomique (CIN) [6]. En raison de la variabilité du pronostic au sein du méme
sous-type moléculaire, il existe un intérét croissant pour la recherche de biomarqueurs

spécifiques afin d'identifier des sous-groupes de patients plus agressifs [7].

Dans notre étude, nous avons évalué l'expression de HER2, p53 et Ki-67 chez les patients
marocains atteints de carcinomes gastriques. Ces protéines ont été choisies en fonction de leur
role clé dans le développement et la progression du cancer gastrique. TP53 est le gene
suppresseur de tumeur le plus fréiguemment altéré dans les cancers humains, y compris le
carcinome gastrique, et il est supposé jouer un rdle majeur dans le contréle du cycle cellulaire
et I'apoptose [8,9]. Les mutations du géne TP53 semblent étre cruciales dans la carcinogénése
gastrique. Quant au Ki-67, ce biomarqueur est un antigéne qui correspond a une protéine non-
histone nucléaire exprimée par les cellules dans toutes les phases du cycle cellulaire sauf la

phase GO. De ce fait Ki-67 est un bon indice de la prolifération tumorale [10].
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I-Epidéemiologie — Pathogénie du cancer gastrique
I.1 Définition

Le cancer gastrique (CG) est une forme de cancer due essentiellement a la présence d’une
tumeur maligne (cancéreuse) développée a partir de la muqueuse gastrique (revétement interne
de la paroi gastrique) ou la sous-muqueuse, on parle alors de cancer précoce. Il dérive de
I’épithélium glandulaire en débutant par la formation d’adénomes, qui ensuite peuvent évoluer
vers une dysplasie de degré croissant, de modéré a sévere [11]. Cette dysplasie associe des
anomalies architecturales de [I'épithélium des glandes (stratification, plissement,
bourgeonnement), des anomalies cellulaires nucléaires (anisonucléose, hyperchromasie,
anomalies des mitoses) et cytoplasmiques (perte de la mucosécrétion), aboutissant a la

formation d’un cancer.

Il existe différentes formes de cancer de 1’estomac :

*Le lymphome gastrique affectant le systeme lymphatique

*Le sarcome touchant les tissus musculaires

*La majorité des cancers gastriques se traduisent par un adénocarcinome di a la présence
d’une tumeur stromale-gastro-intestinale qui se développe au dépend des tissus de soutien du
tube digestif (les envahir et les détruire), pour ensuite métastaser (se propager) d’autres organes

du corps : pancréas, colon et la rate en empruntant la voie vasculaire et lymphatique.

I.2 Données épidémiologiques

I .2-1. Distribution géographique

Le cancer de I’estomac est un réel probléme de la santé publique, c’est I’un des cancers les plus
mortels et les plus fréquents dans le monde, il représente la deuxiéme cause de mortalité par
cancer [12]. Dans la base Globocan en 2012, base du Centre International de Recherche sur le
Cancer, il a été estimé que le cancer gastrique est au cinquieéme rang pour la fréquence des
cancers dans le monde apres le cancer des poumons, des seins, le cancer colorectal et de la
prostate [1]. L’incidence des cancers de I’estomac est 1’objet de grandes wvariations
géographiques [13]. Presque les deux tiers des cancers de I’estomac s’observent dans les pays
en voie de développement [14]. Le nombre des cas incidents par cancer gastrique est estimé a
952 000 par la base de données Globocan 2012.
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Malgré, que l'incidence et la mortalité globale du cancer gastrique soient en baisse dans la
plupart des pays, reflétant une nette diminution des cancers gastriques distaux, nous assistons
parallelement a une nette augmentation des cancers proximaux du cardia [15], ou le nombre de
nouveaux cas et de déces sont sensé€s augmenter en raison de 1’augmentation de la prévalence
de I’obésité favorisant les reflux gastro-cesophagiens et en raison du vieillissement de la
population [16]. En France, le cancer gastrique se situe au 13éme rang avec un nombre incident
arrivant a 6556 cas /an et représente 2,2% de I’ensemble des cancers et 13,4% des cancers
digestifs (2eme rang apres le colorectal) [16].

Au Maroc, le registre d’oncologic de Rabat [17] et le registre de cancers de la ville de
Casablanca [18] montrent que le cancer gastrique constitue le 6-7éme cancer au Maroc, et le
deuxiéme cancer digestif au Maroc ( Selon une étude réalisée en 2012 par Chbani L. et al dans
la région de Fés-Boulemane) [2] aprés les cancers colorectaux, 1’incidence du cancer de
I’estomac au Maroc reste plus faible que celle dans les pays développés, et se rapproche de celle

des pays du Maghreb.

1.2-2. Sexe et age

Le cancer de I’estomac est plus fréquent chez I’homme, dans toutes les régions du monde avec
un sex-ratio variant de 1,3 a 2,5 [19]. Il survient rarement avant I’Age de 40 ans. L’incidence
augmente rapidement au-dela, avec un pic pendant la septiéme décennie. Les tranches d’age les
plus touchées se situent entre 50 et 70 ans [20].

L’age moyen de survenue du cancer gastrique est de 65 ans pour les pays ou les taux d’incidence
sont modérément élevés. Il apparait environ 10 ans plus t6t, peut-étre du fait d’un diagnostic
plus précoce, dans les pays ou I’incidence est forte [21].

Une étude rétrospective menée au centre de radiothérapie et d’oncologie Ibn Rochd, entre
janvier 2006 et décembre 2007 concernant une série de 144 patients traités pour un cancer de
I’estomac, 1’age moyen des patients était de 56 ans (24-90 ans). Le sex-ratio hommes/femmes
était de 1,9 [22].

1.2-3. Facteurs de risque

L H¢élicobacterpylori (Hp) a été¢ découvert en 1982 par Marshall et Warren dans 1’antre
gastrique humain. C’est une bactérie spiralée (bacille a gram négatif), a transmission oro-

fécale ; reconnue par ’OMS comme carcinogéne gastrique certain en 1994 [23]. Par la suite,
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différents travaux ont suggeéré le r6le de cette bactérie dans de nombreuses maladies gastriques
et duodénales (gastrite, maladie ulcéreuse, lymphome, cancer gastrique) [24].

Certaines souches d’Helicobacterpylori produisent des cytotoxines (CagA et VacA) qui sont
les facteurs de sa virulence. L’infection en général est acquise dés 1’enfance mais les Iésions
d’Hp apparaissent a 1’age adulte. Pelayo CORREA a montré que Hp induit une gastrite
superficielle, évoluant progressivement vers la gastrite chronique atrophique, la métaplasie et
la dysplasie [25].

Les mécanismes impliquant I’Hp dans le développement d’un carcinome gastrique ont été
précisés par « Mac Farlane et Munro » [26] : Hp provoque une inflammation chronique,
responsable d’une prolifération cellulaire, ce qui augmente le risque d’erreur spontanée dans la
réplication de I’ADN. D’un autre c6té, I’Hp réduit la concentration d’acide ascorbique dans
I’estomac, dont le rdle est de diminuer le taux de nitrosamine gastrique.

Généralement, les infections pourraient étre responsables de I’initiation et du développement
tumoral selon trois étapes. Tout d’abord, 1’infection doit étre responsable d’une inflammation
chronique. Cette inflammation entraine des dommages cellulaires, compensés par une
augmentation de la prolifération qui pourrait favoriser le développement de néoplasies. Ensuite,
les pathogenes peuvent insérer des oncogénes ou modifier les oncogénes cellulaires ce qui
pourrait inhiber les genes suppresseurs de tumeurs ou favoriser la prolifération. Enfin, les
pathogénes peuvent agir sur le systeme immunitaire et entrainer une immunosuppression ce qui

augmenterait le risque de développer un cancer.

Inflammation et Recrutement des Apparition de
Mugqueuse hon Infection par apoptose des MSC de la moelle Différenciation métaplasie,
infectée Helicobacter felis  cellules souches épithéliale des MSC dysplasie et

osseuse

locales carcinome

Figure 1 : Schéma de l'initiation et du développement tumoral proposé par Jean-Marie
Houghton

L’infection de la muqueuse gastrique par Helicobacterpyloriest responsable d’une
inflammation chronique et d’une apoptose des cellules souches locales. Les MSC de la moelle
osseuse sont alors recrutées afin de rétablir une muqueuse normale. Cependant, dans un
microenvironnement infectieux et inflammatoire, les MSC subissent une perturbation de leur

différenciation et dérivent vers des cellules cancéreuses [27].
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Certaines pathologies telles que la gastrite chronique atrophique, 'ulcére chronique de
I’estomac, la gastrite hypertrophique de Ménétrier ou maladie de Ménétrier, la maladie de
Biermer (gastrite atrophique auto-immune) et les polypes adénomateux ont un risque
significativement élevé de se dégenérer en un cancer gastrique.

La réaction inflammatoire due a I’infection par I’Hp est le point de départ commun a tous les
processus de carcinogenese gastrique. Ces lésions épithéliales gastriques sont dues aux
métabolites réactifs de 1I’oxygene produits lors de la réaction inflammatoire (surtout le NO).
Une gastrite atrophique apparait, puis survient un passage a la métaplasie intestinale. Cela serait
en rapport avec l’infection a Hp et/ou une prédisposition génétique et/ou des facteurs

d’environnement (Nitrosamines) [28, 29].

Les adénomes (tubuleux, villeux, et tubuleux villeux) représentent 10% des polypes gastriques,
ils ont un grand potentiel de malignité et se développent fréquemment sur les gastrites
chroniques atrophiques. Le risque de cancérisation est plus marqué pour les polypes de taille
supérieure & 2 cm ou de type villeux [30]. L’adénome pylorique est un type rare de polype
gastrique. Son incidence représente 2,7 %. Il comporte souvent des foyers de néoplasie intra-
épithéliale de bas et de haut grade, avec au moment du diagnostic ou au cours du suivi, dans un

tiers des cas, I’association a un adénocarcinome gastrique intra-muqueux ou invasif [31].

Cancer gastrique : formes

Cancer gastrique : ulcéré

Figure 2 : Polypes gastriques [32]

|
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v" L’exposition a des rayonnements ionisants
Les personnes qui ont été exposées aux rayonnements ionisantsau Japon a la suite de

I'explosion d’une bombe atomique pendant la Seconde Guerre mondiale risquent davantage
d'étre atteintes d'un cancer de 1'estomac, en particulier si elles étaient enfants lors de I’exposition
a la radiation, c’est ce qui explique son incidence €levée. Des études ont démontré que les
personnes exposees aux rayonnements émis lors d'accidents nucléaires ou & des retombées
nucléaires risquent également plus d’étre atteintes d’un cancer de 1'estomac.

Certaines études laissent entendre que les personnes traitées avec certaines formes de

radiothérapie risquent davantage d’étre atteintes d’un cancer de 1’estomac [33].

v' Le tabac et I'alcool

Le tabagisme a été prouvé comme facteur de risque de survenue de cancer gastrique, il était
classé par I'agence internationale de recherche des cancers (IARC) comme carcinogene du
1¥"groupe au niveau gastrique. Les patients infectés par Hp et fumeurs auraient 2,3 fois plus
de risque de développer un cancer gastrique que les patients infectés mais non-fumeurs.

La relation entre consommation d’alcool a été explorée par plusieurs études qui ne permettent
pas d’établir clairement que I’alcool soit un facteur de risque pour ce cancer. Une relation dose
dépendante entre la consommation de 26 cigarettes et d’alcool et ’adénocarcinome a aussi été

démontrée [34].

v" L'obésité

Certaines données révelent que 1’obésité ou un indice de masse corporelle élevé (IMC) peut
accroitre le risque de cancer de I’estomac, en particulier dans la premiéere partie de 1’estomac

située pres de 1’cesophage qu’on appelle le cardia [35].

v Virus d'Epstein-Barr

L'infection au virus d'Epstein-Barr (EBV) pourrait accroitre le risque d’apparition d’un
lymphome non hodgkinien dans I'estomac, un type rare de cancer de I'estomac. Elle pourrait
également faire augmenter le risque d'adénocarcinome, le type le plus fréquent de cancer de
I'estomac [36].
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v Facteurs alimentaires
Dans la carcinogenése gastrique, I’alimentation se situe au lerplan des facteurs prédisposant au
cancer de I’estomac, ce dernier est I’aboutissement de plusieurs mécanismes aussi bien
exogenes qu’endogenes.
— Le sel ayant un taux élevé de nitrates, sa consommation importante serait associée a une
diminution de I’acidité, ralentissement de la vidange gastrique avec un prolongement du temps
de contact entre les nitrosamines et la muqueuse gastrique responsable de la gastrite atrophique,

créant un milieu propice pour le développement d’Helicobacterpylori [37,38].

— Les nitrates, les amines hétérocycliques et les hydrocarbures aromatiques ont un fort potentiel
carcinogene. Ces nitrites proviennent essentiellement soit du fait des procédés de fabrication
(salaisons, fumaisons, conserves), soit en raison de la conversion de nitrate en nitrite par les
bactéries colonisant 1’estomac (en particulier Helicobacterpylori). Cette derniére réaction ne se
produit pas a moins de 2°C [39], ainsi la consommation importante d’aliments salés et
I’infection par I’Hp interagissent synergiquement. La diminution de la quantité de nitrites
alimentaires dans les procédures de stockage des aliments peut expliquer la diminution de
I’incidence du cancer de I’estomac dans les pays industrialisés [40,41].

Une trés haute incidence du cancer gastrique a €té dénombrée dans les pays ou ces modes de

conservation sont utilisés a haut échelon.

— Certaines études ont démontré que les Iégumes et fruits riches en vitamine C et béta-carotene
ont un role protecteur sur la muqueuse gastrique, en limitant la transformation des nitrates en

nitrosamines [42].

La présence de facteurs génetiques influencant le risque individuel de développer un cancer
gastrique est suggérée, d’une part par 1’existence d’un risque multiplié par 2 ou 3 chez les
apparentés de premier degré d’un sujet atteint, et d’autre part par le polymorphisme d’une
grande variét¢ de genes susceptibles de modifier ’effet de 1’exposition aux carcinogenes
environnementaux tel que le polymorphisme des cytokines impliquées dans la réponse

inflammatoire secondaire a I’infection par I’Helicobacterpylori [43].

Les formes familiales de cancer se définissent classiquement par la survenue d’au moins 2 cas

de cancer chez des apparentés de 1erdegré [44]. On estime que 1 a 3 % des cancers gastriques

sont d’origine héréditaire [45]. Parmi eux, il faut distinguer :
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*Le cancer gastrigue diffus héréditaire (CGDH) est causé par une mutation germinale du
gene CDH1 a transmission autosomique dominante responsable de la perte de fonction de la
protéine E-cadhérine[46].

*Le syndrome de Lynch (aussi appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose, ou
HNPCC) est cause par la mutation des génes qui corrigent les erreurs lorsque les cellules se
divisent et que I’ADN est copié.

*Le syndrome de Li-Fraumeni est habituellement causé par une mutation du géne TP53 ou
CHEK2. Il est li¢ a un haut risque d’apparition de plusieurs types de cancer, dont le cancer de

I'estomac.

Muqueuse normale

Helicobacter pvlori
Sel
Mauvaise nutrition

'y

-

Gastrite atrophique

Nitrates. Nitrites

+ Hydrocarbures polycyeligues
Atrophie gastrique ; Alcool. Tabac
Métaplasie intestinale Reflux b111}eu}_i'
. Facteurs génétiques
Dywsplasie

I égumes
Fruits

Cancer

Figure 3 : Carcinogéneése gastrique

I1. Physiopathologie du cancer gastrique
II.1 Rappel anatomique et physiologique

% Le cancer de I’estomac, aussi appelé cancer gastrique, commence dans I’estomac.
Pour le comprendre, il est utile de connaitre la structure et la fonction normale de
I’estomac.

= Aprés avoir maché et avalé de la nourriture, cette derniere pénetre dans I’cesophage.
L >cesophage rejoint I’estomac au niveau de la jonction gastrocesophagienne (GE), qui
se trouve juste sous le diaphragme (une cloison musculeuse située sous les poumons qui
sépare la cage thoracique de 1’abdomen).

= L’estomac est un organe musculaire en forme de J, situé dans la cavité abdominale sous
la partie gauche du diaphragme semblable a un sac qui retient de
la nourriture et commence a la digérer en sécrétant le suc gastrique ; sa taille varie d’une

personne a 1’autre et en fonction des repas (figure 4) [47, 48, 49].
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Figure 4 : Schéma générale du tube digestif

11.1-1. Structure

L’estomac fait partie de 1’appareil digestif et est reli¢ aux organes suivants :

o L’aesophage — organe en forme de tube qui relie la bouche et la gorge a ’estomac. Le
point de contact entre 1’cesophage et 1’estomac est appelé jonction aesophago-gastrique
(OG).

o L’intestin gréle (parfois appelé petit intestin) — organe semblable a un long tube qui
s’étend de I’estomac jusqu’au cOlon (gros intestin). La premiere partie de ’intestin
gréle, celle qui communique avec I’estomac, est appelée duodénum.

L’estomac est entouré d’un grand nombre de ganglions lymphatiques [47, 48, 49].
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11.1-2. Régions de I’estomac

L’estomac est divisé en 5 régions (figure 5).

Estomac

cesophage

N
\ jonction 0G
Stomach \ cardia

sphincter cardial

fundus

rides

pylore corps

antre

sphincter
pylorique

duodénum

rides
+——————= muqueuse

sous-muqueuse —m——————— =

—— = musculeuse

séreuse

Figure 5 : Régions de I'estomac

o Le cardia est la région initiale de I’estomac. Il est situé sous 1’cesophage avec lequel il
communique. Il renferme le sphincter cardial, un mince anneau musculaire qui empéche
le contenu gastrique de remonter dans I’cesophage.

o Le fundus est la région supérieure de I’estomac, arrondie située a gauche du cardia et
au-dessous du diaphragme.

o Le corps(corpus) : la partie principale de I’estomac et la plus grande entre ses parties
supérieures et inférieures, ou les aliments sont brassés et commencent a se désintégrer.

o L’antre (parfois appelé antre pylorique ou antrum) est la partie inférieure de
I’estomac ou la nourriture se mélange avec le suc gastrique. L’antre entrepose les
aliments décomposés jusqu’a ce qu’ils soient préts a étre évacués dans I’intestin gréle.

o Lepylore estladerniére partie de I’estomac qui communique avec I’intestin gréle. Cette
région comprend le sphincter pylorique, un anneau de muscles épais qui agit comme
une valve pour réguler la vidange du contenu de 1’estomac (appelé chyme) dans le
duodénum (la premicre partie de I’intestin gréle). Le sphincter pylorique empéche aussi

le contenu du duodénum de remonter dans 1’estomac [47, 48, 49].

S —
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11.1-3. Couches de la paroi de I’estomac

L’estomac est constitué de plusieurs couches de tissus (figure 6).

Muscularis Subserosa
propria g
e
SIJDI'I‘LEC:JS& a Serosa
"'\-\.‘_\_\_\-- /
S — e
—
== -
i - o -
_—
o -

Mucosa

Figure 6 : Couches de la paroi de I’'estomac

e La muqueuse (membrane muqueuse) est le revétement interne de 1’estomac. Lorsque
I’estomac est vide, la muqueuse est plissée. Ces replis (rides) gastriques s’aplanissent au fur
et a mesure que I’estomac se remplit de nourriture.

Elle posséde des cellules spécialisées et des glandes qui produisent de 1’acide

chlorhydrique et des enzymes digestives pour digérer la nourriture.

Cette muqueuse a des régions cardiales et pyloriques qui sécretent du mucus pour
protéger le revétement de 1’estomac de 1’acide produit pour la digestion en évitant une
autodigestion. L’épithélium doit étre régénéré rapidement (trois jours environ) afin

d’éviter un amincissement de la muqueuse, ce qui provoquerait des ulceres gastriques.

« La couche suivante est la sous-muqueuse : couche du support qui couvre la muqueuse. Elle
est composée de tissu conjonctif qui comprend de gros vaisseaux sanguins et lymphatiques,
des cellules nerveuses et des fibres.

o La musculeuse (musculeuse externe ou muscularispropria) est une épaisse couche de
muscle qui couvre la sous-muqueuse, se déplace et mélange le contenu de I’estomac. C’est
le muscle principal de I’estomac et il est constitué de 3 couches de muscles :(longitudinale,
circulaire, oblique) (figure 7).

o La séreuse est la membrane fibreuse. Elle comporte 2 couches externes qui enveloppent

I’estomac. La séreuse de 1’estomac est aussi appelée peritoine viscéral[49, 50].
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Figure 7 : Schéma des couches de I'estomac

*Les couches sont importantes pour déterminer le stade (étendue) du cancer et pour aider a
déterminer le pronostic d’une personne (perspectives). A mesure qu’un cancer se développe de
la muqueuse vers des couches plus profondes, le stade devient plus avancé et lepronostic n’est

pas aussi bon.

I11.1-4. Fonction :

L’estomac a 3 fonctions principales :

» le stockage alimentaire (entreposage temporaire) ou cette poche musculeuse permet
d’emmagasiner une quantité importante de nourriture. L’estomac peut en fait s’étirer
grace a sa paroi €lastique et ses replis gastriques. Lorsqu’il est vide, I’estomac possede
un volume d’environ 500 ml. Rempli de liquide ou de nourriture, il peut passer a un
volume de 4 L (4 000 ml).

» Brassage et désintégration des aliments grace a la contraction puis a la relaxation des
couches musculaires de 1’estomac.

e Digestion de la nourriture aprés un repas, I’estomac met entre 2 et 6 heures pour se
vider dans I’intestin gréle. Les entrées et les sorties qui se produisent au niveau de
I’estomac sont contrdlées aux deux extrémités grace a des petits muscles circulaires
appelés sphincters, a la fin de I’cesophage, c'est le cardia et a I’entrée de I’intestin gréle,

le pylore.

v La nourriture est décomposée en une mixture épaisse et acide appelée chyme. Le sphincter
pylorique se relache une fois que le chyme est completement formé, puis le chyme passe
dans le duodénum. Le duodénum joue un grand réle dans 1’absorption des aliments ingérés,

mais pas I’estomac. L’estomac absorbe uniquement 1’eau, 1’alcool et certains médicaments.
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v' Les 2 parties inférieures (antrum et pylore)  s'appellent I'estomac distal. L'estomac a 2
courbes qui forment ses frontiéres intérieures et extérieures.  Elles  sont  appelés

respectivement, la petite courbure et la grande courbure[49, 50].

II.2 Les types de cancer de l'estomac:

Adénocarcinome : la plupart (environ 90% a 95%) des cancers de 1’estomac sont des
adénocarcinomes. Un cancer de 1’estomac ou cancer gastrique est presque toujours un
adénocarcinome : ce terme vient du grec adéno qui signifie glande et carcino qui signifie

Cancer. Il s’agit d’une tumeur maligne qui se développe au dépend de 1’épithélium glandulaire

et elle se caractérise lors des analyses microscopiques anatomo-pathologiques par un aspect de
glande (tubes glandulaires) ou par la présence des sécrétions mucineuses (muco-sécrétions
(figure 8).

Figure 8 : Etude au microscope d'un adénocarcinome révélant des vacuoles contenant de la mucine

Lymphome : il s’agit du cancer du tissu du systéeme immunitaire qui se trouve parfois dans la

paroi de I’estomac. Etant un cancer du systeme lymphatique, il se développe au dépend

des lymphocytes. Le traitement et les perspectives dépendent du type de lymphome.

Tumeur stromale gastro-intestinale (GIST) : ces tumeurs rares commencent dans des formes
trés précoces de cellules dans la paroi de 1’estomac appelées : cellules interstitielles de Cajal.
Certaines de ces tumeurs sont non cancéreuses (bégnines) ; d’autres sont cancéreuses. Bien que
les GIST peuvent étre présents n’importe ou dans le tube digestif, la plupart se trouvent dans

I’estomac.

Tumeur carcinoide :c’estune tumeur de différenciation neuroendocrine qui envahit les

cellules productrices d’hormones de 1’estomac, entrainant la linite plastique de I'estomac. La

plupart de ces tumeurs ne se propagent pas a d’autres organes.
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D’autres cancers : tels que le carcinome épidermoide, le carcinome a petites cellules et le

I¢iomyosarcome, peuvent également débuter dans 1’estomac, mais ces cancers sont trés rares
[51, 52, 53,54, 55].

11.2-1. Adénocarcinomes- localisation :

Du point de vue anatomopathologique, les adénocarcinomes gastriques sont divisés en deux
grands groupes en fonction de leur localisation. Ceux situés au niveau de la jonction avec
I’cesophage, ou cardia, sont appelés proximaux ; par opposition aux cancers distaux, situés au
niveau du corps ou de I’antre gastrique. L’infection par H. pyloria été montrée associée

uniquement avec les cancers distaux [51, 52, 53,54, 55].

11.2-2. Classification histologique du cancer de l’estomac

Il existe plusieurs systémes de classification du cancer de 1’estomac dans le monde. 2 systémes
sont principalement cités :

% Classification de Lauren :

La classification de Lauren est la plus couramment utilisée. Elle inclut a la fois des critéres
histologiques et architecturaux et des critéres de modes d’extension en se basant sur I’apparence
et le comportement du tissu gastrique lors de 1’examen au microscope.

La classification de Lauren divise les adénocarcinomes distaux de 1’estomac en 2 principaux

types : (Lauren, 1965).

. : Les cellules tumorales sont bien différenciées, se développent lentement

et ont tendance a former des glandes. On observe plus souvent ce type chez I’homme que
chez la femme et il affecte plus souvent les personnes agées. 1l apparait aprés une gastrite
chronique atrophique évoluant lentement sur de nombreuses décennies, ce qui explique
I’age élevé d’apparition de ce cancer, en moyenne entre 70 et 80 ans (Gore, 1997) (figure

9).

Figure 9 : Adénocarcinome bien différencié tubulopapillaire de type intestinal selon laclassification de
Lauren
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L’évolution histopathologique est bien connue et suit des étapes bien définies. Correa a proposé
une voie expliquant cette évolution dénommeée la « Cascade de Correa » [56].
Les différentes étapes sont représentées dans la figure suivante issue d’un modéle murin de

carcinome gastrique de type intestinal aprés infection par H. pylori par exemple.

Pathogénie moléculaire

[Type intestinal ’

' Gastrite
, onique |

Gastrite

rophig

Figure 10 : La cascade gastrique précancéreuse, P.Correa. Journal des maladies digestives 2012

Brievement, la pathologie commence par une gastrite chronique, inflammation de la muqueuse
gastrique, passant d’un stade superficiel a un stade atrophique caractérisé par une perte variable
des glandes gastriques et un recrutement de cellules inflammatoires dans les zones glandulaires.
Ce stade est associé a la perte des cellules pariétales gastriques, responsables de la production

d’acide chlorhydrique, et donc d’une perte des fonctions sécrétoires gastriques [57].

Cette phase est donc liée a une hypochlorhydrie, favorable au développement tumoral. Cette
gastrite méne a un état de métaplasie dite intestinale ou les cellules épithéliales de la muqueuse
gastrique acquiérent un phénotype de cellules épithéliales intestinales. Cette métaplasie peut
évoluer vers une dysplasie, étape correspondant a 1’apparition d’un néoplasie. Cette dysplasie
préceéde 1’apparition de I’adénocarcinome correspondant a une tumeur maligne invasive [58].

Les personnes présentant une gastrite atrophique du corps de I’estomac ont un risque de

développer un cancer 90 fois supérieur aux patients présentant une mugueuse normale.

. - Les cellules tumorales sont peu différenciées, se comportent agressivement
et ont tendance a se disperser dans tout I’estomac (plutdt que de former des glandes). Ce
type se propage a d’autres parties du corps (métastases) beaucoup plus rapidement que les
tumeurs de type intestinal. Il affecte autant ’homme que la femme et a tendance a survenir

chez des personnes plus jeunes que le type intestinal (figure 11).
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Figure 11 : Adénocarcinome de type diffus selon la classification de Lauren : nombreuses cellules
tumorales isolées en « bague a chaton », mélées a des plasmocytes

La classification de Lauren comporte également 1111 typc d’adénocarcinome dit 1111x¢,

composé des types intestinal et diffus.

=k Classification de ’'OMS

La classification de I’Organisation mondiale de la santé (OMS) est plus détaillée que la
classification de Lauren, elle propose de classer les ADK gastriques en bien, moyennement, et

peu différencie.

En dehors du degré de différenciation et en fonction de données cytologiques et architecturales,

la classification de I’OMS divise le cancer de I’estomac en 5 principaux types :

Figure 12 : Les types histologiques de la classification de I'OMS
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A Adeénocarcinome tubuleux — Ce type est composé de petits tubes (tubules) ramifiés
de différentes tailles.

e B : Adénocarcinome mucineux — Il y a beaucoup de mucine (constituant principal du
mucus) a I’extérieur des cellules cancéreuses.

e C: Adénocarcinome papillaire — Cette tumeur croit hors de la paroi gastrique et
comporte des excroissances en doigts de gant qui pointent vers 1’intérieur de la cavité
de l’estomac. Ces cellules ont habituellement I’apparence et le comportement de
cellules normales.

e D : Carcinomes a cellules indépendantes (y compris le carcinome a cellules en bague a
chaton et d’autres) — Ces cellules cancéreuses sont regroupées en paquets, il constitue
la forme histologique habituelle de la linite plastique [58].

o Carcinome mixte — Il consiste en un melange de différents types d’adénocarcinome de
I’estomac.

% Forme histologique particuliere de ’adénocarcinome

La linite plastique :

La linite gastrique (ou linite plastique) est une forme diffuse d’adénocarcinome, elle représente
la forme typique des cancers infiltrants. Elle est d’un aspect macroscopique avec une paroi
gastrique épaissie, rigidifiée, peu plissée, se laissant difficilement expandre par 1’exsufflation
et caractérisée par une prolifération cellulaire en amas non organisée. A I’histologie, il s’agit

habituellement d’un ADK a cellules indépendantes en bague a chaton (>50%) [59, 60].

Figure 13 : Cellules en bague a chaton [60] Figure 14 : Aspect macroscopique d’une linite
gastrique
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I11- Stadification

La stadification ou classe, décrit un cancer en fonction de la quantité de cancer présente dans
le corps et de son emplacement lors du diagnostic initial. C’est ce qu’on appelle souvent
I’étendue du cancer. On se sert de 1’information révélée par les examens pour savoir quelle est
la taille de la tumeur, quelles parties de 1’organe sont atteintes par le cancer, si le cancer s’est

propagé a partir de son lieu d’origine et ou il s’est propagé [61].
%+ Classification TNM

Le systeme de stadification le plus fréquemment employé pour le cancer de I’estomac est la
classification TNM. Dans le cas du cancer de I’estomac, il y a 5 stades, soit le stade 0 suivi
des stades 1 a 4. Pour les stades 1 a 4, on utilise souvent les chiffres romains I, 11, Il et IV.

En général, plus le numéro du stade est élevé, plus le cancer s’est propagé [62].

Tumeur primaire (T)

Tis Carcinome in situ (tumeur intra-épithéliale sans infilcration de la lamina propria)
TI Tumeur envahit la lamina propria ou la sous-muqueuse

T2 Tumeur envahit la musculaire propre (T2a) ou la sous-séreuse (T2b)

7 g Tumeur perfore la séreuse (envahit le péritoine sans invasion des structures

avoisinantes)

T4 Tumeur envahit les structures avoisinantes (rate, colon, foie, pancréas, glandes
surrénales, intestin gréle, diaphragme, paroi abdominale et rétropéritoine)

Ganglions lymphatiques régionaux (N)

NO Pas de métastases dans les ganglions régionaux
NI Métastases dans | a 6 ganglions régionaux

N2 Métastases dans 7 a |5 ganglions régionaux
N3 Métastases dans = |5 ganglions régionaux

Métastases a distance (M)

MO Pas de métastases a distance

Mi Métastases a distance (les ganglions rétropancréatiques, paraaortiques, portes,
rétropéritonéaux et meésentériques sont considérés comme meétastatiques)

Figure 15 : Classification tumor-nodes-metastasis (TNM) des cancers de I’estomac (Union
internationale contre le cancer) [62]

Les trois initiales symbolisent la propagation de la maladie cancéreuse sur le site de la
tumeur primitive (T), dans les ganglions lymphatiques voisins (N pour nodeen anglais)
et a distance pour d’éventuelles métastases (M).

Quand les médecins décrivent le stade, ils peuvent employer les mots local, régional ou
distant. Local signifie que le cancer se trouve seulement dans 1’estomac et qu’il ne s’est pas
propagé a d’autres parties du corps. Régional signifie prés ou autour de 1’estomac. Distant

signifie dans une partie du corps plus ¢éloignée de 1’estomac.
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IVV-Bases moléculaires /génétiques des adénocarcinomes

IV.1. Processus du développement tumoral

Un cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement
importante au sein d'un tissu normal de I'organisme. Ces cellules dérivent toutes d'un méme
clone ou cellule initiatrice qui a acquis certaines caractéristiques lui permettant de se diviser
indéfiniment. Au cours de I'évolution de la maladie, certaines cellules peuvent migrer de leur
lieu de production et former des métastases [63, 64,65]. L’apparition d’une cellule cancéreuse
est liée a ’accumulation des anomalies dans son ADN, son comportement anormal est dii au
déréglement de certains de ses genes.

La cancerogenese comprend trois etapes : [D’initiation, la promotion et la progression.
L’initiation Se caractérise par des altérations génomiques (mutations, perte de géne,
réarrangements chromosomiques...). Cette étape reste sous controle tant que les mécanismes
de régulation de I’homéostasie cellulaire fonctionnent. La promotion est 1’étape caractérisée par
la survie et I’expansion clonale des cellules «initiées ». Cette prolifération cellulaire intervient
lorsque les cellules sont plus sensibles aux signaux stimulateurs de la croissance.

Au cours de la progression, la taille de la tumeur augmente substantiellement. Devenue
autonome, la cellule cancéreuse peut aussi envahir d’autres tissus et former des métastases

[64,65].

Initiation Promotion Progression
Chimie
Rx
Virus
Cellule Cellule Lésion Tumeur
normale initiée précancereuse maligne

Figure 16 : Représentation schématique des différentes étapes de la cancérogenése

Cette transformation de la cellule normale en cellule cancéreuse est un processus long, qui peut
durer des dizaines d'années. Au terme de cette transformation, la cellule cancéreuse a acquis un
certain nombre de caractéristiques : son indépendance vis-a-vis des signaux qui régulent
(favorisent ou freinent) habituellement sa croissance et sa division, sa capacité a echapper au

processus de la mort cellulaire programmeée et sa capacité a se diviser indéfiniment.
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I"apoptose

I Angiogenese Invasion et métastases I
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Evasion du systéme
immunitaire

S bilité i Amplification du processus de
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aux dommages 4 I'’ADN

(B)
Figure 17 : Les caractéristiques des cellules cancéreuses [60]

(A) : Propriétés initiales de la cellule cancéreuse.
(B) : Caractéristiques nouvelles de la cellule cancéreuse.

IV.2. Principales altérations génétiques impliquées dans le
développement du cancer de I'estomac

Le cancer de D’estomac est une maladie génétiquement hétérogéne et complexe.Le
développement et la progression des cancers de l’estomac impliquent un certain nombre
d’anomalies génétiques et épigénitiques des génes suppresseurs de tumeurs, des oncogenes, des
genes régulateurs du cycle cellulaire et des molécules d’adhésion et des génes réparateurs de
I’ ADN.L’accumulation de ces altérations génétiques serait différente dans le type intestinal et
dans le type diffus de la classification de Lauren. Néanmoins, ces deux types de cancers de
I’estomac partagent certaines altérations génétiques [66]. De nombreuses études cytogénétiques

et moléculaires sont menées pour éclaircir ces mécanismes.
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Figure 18 : Cause et pathogénése du CG de type intestinal compris les facteurs de I’héte, moléculaires
et de I’environnement impliqués dans la genése des ADK

Une recherche par biologie moléculaire d'une mutation activatrice peut étre utile a but
diagnostique (si lI'immunohistochimie est négative par exemple) voire thérapeutique. Les
tumeurs gastriques sont pour la plupart caractérisées par une mutation activatrice dans deux
genes codant pour des protéines [67,68]. Ces mutations aboutissent a une activationpermanente
de la voie de transduction sous-jacente et a une activation des signaux mitogénes.L’ensemble
des voies de signalisation décrites sont en relation étroite les unes avec les autres : toutes
participent, plus ou moins directement, a la poursuite du cycle cellulaire, a la

prolifération/survie ou a I’inhibition de I’apoptose.

HER-2 ou HumanepidermalGrowth Factor Receptor 2 est une glycoprotéine transmembranaire
de 185 kda codée par I’oncogene c-erB2-neu, localisé sur le chromosome 17 (17g21) [114]. Le
récepteur HER2 fait partie de la famille des EpidermalGrowth Factor Receptor (EGFR ou
ERBB), qui comporte 3 autres récepteurs-tyrosine kinases impliqués dans I’oncogenése :

- HER-1 ou ERBBL1, impligué dans la voie des MAP kinases (Mitogen-activatedprotein kinase)
- HER-3 ou ERBB3, impliqué dans la voie PI3K (phosphatidyl-inositol 3-kinase) — mTOR
(mammaliantarget of rapamycin)

- HER-4 ou ERBB4, dont les mécanismes restent incompletement identifiés [69].
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Les récepteurs HER ont été les premiers récepteurs membranaires clairement impliqués dans la
genese de beaucoup de cancers notamment les tumeurs solides par différents mécanismes. Les
altérations observées sont des mutations, des surexpressions avec ou sans amplification du géne
ou une stimulation anormale par leur ligand [70]. L’implication de HER2 dans la cancérogénése
est le fait de sa surexpression souvent due a une amplification génique. Ainsi, une surexpression

est retrouvée dans 7 a 34% des cancers de 1’estomac [71].

Le gene TP53 localisé sur le chromosomel7p13.1 codant pour la protéine p53 est un gene
suppresseur de tumeur et un facteur de transcription bien connu impliqué dans de nombreux
cancers qui régule des processus comme [’apoptose, la réparation de I’ADN, la
néovascularisation, la différenciation et le métabolisme. 1l agit comme un gardien du génome.
La mutation de TP53 est une des anomalies majeures des cancers humains. Elle est
fréquemment observée dans le cancer de I’estomac. Le géne TP53 peut étre inactivé par deux

mécanismes successifs ; la perte d’hétérozygotie et la mutation de 1’all¢le restant.

D’apres le TCGA, une mutation inactivatrice de p53 a été retrouvée dans 40% des cancers
gastriques de type intestinal. Ce géne étant impliqué dans le contrdle du cycle cellulaire on
comprend aisément que sa mutation puisse permettre la genese du cancer de 1’estomac.

Des mutations du géne codant pour MDM2/4ou ARF sont présentes dans 70% des cancers
gastriques. Or MDM2/4 peut dégrader la protéine p53. Par conséquent, une amplification de

cette protéine peut inhiber p53 et permettre la tumorogénése [76, 78].

Comme nous le verrons plus loin, I’E-Cadhérine (CDH-1) appartient a la superfamille des
cadhérines, protéines impliquées dans 1’adhésion cellulaire —intercellulaire.

Le géne CDH1 de la E-Cadhérine situé sur le chromosome 16¢22 joue un rdle important dans
la carcinogenése gastrique : des mutations germinales de CDH-1ont été identifiées chez les
patients atteints de la forme héréditaire des cancers gastriques de type diffus [72].

Dans les formes sporadiques, I’E-Cadhérine est frequemment inactivée par LOH, mutation ou
hyperméthylation[73,74]. La méthylation est observée dans plus de 50% des cancers
sporadiques de type diffus de stade précoce, alors que les mutations sont surtout observées dans

les cancers diffus de stade tardif [75].
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Comme dans le cancer colo-rectal, I’inactivation de hMLH1géne de réparation de I’ADN est le
plus souvent liée a des phénomenes épigénitiques d’hyperméthylation des ilots CpG du
promoteur du geéne. La perte d’expression de hMLH1 qui en est la conséquence est

fréquemment décrite dans les cancers de phénotype instable pour les microsatellites (MSI).

Le statut MSI est défini par la présence d’erreurs de réplication dans les séquences répétées en

tandem de I’ADN appelées microsatellites [76].

20% des cancers gastriques de type intestinal de stade précoce sont de phénotype MSI. Dans la
méme étude, aucun cancer gastrique de type diffus de stade précoce ne présentait ce phénotype
[77]. De plus certaines études suggéreraient que les cancers de 1’estomac de phénotype MSI
sont plus fréquents chez les sujets agés, associés a une faible prévalence des métastases
ganglionnaires, a un comportement moins agressif des cancers de 1’estomac et a une survie plus

longue dans les cancers de score II.

S —
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I-Etude histologique

11 s’agit d’une étude rétrospective, portée sur une série de 40 patients admis au service d’hépato-
gastro-entérologie du CHU Hassan I1-F¢&s pour la prise en charge d’un cancer gastrique de type
adénocarcinome. Dans le cas des adénocarcinomes, le matériel biologique correspond le plus
souvent a des résections chirurgicales ou des biopsies réalisées sur le nodule tumoral, situées
dans la piece d’exéreése chirurgicale.Dans notre série, I’ensemble des 40 échantillons répartis
sous forme de 30 biopsies et 10 pieces opératoires, fixés au formol et paraffinés, ont été
collectées du Service d’anatomie pathologique du CHU Hassan II de FES, pour s’assurer de la
qualité de prélévement et du contenu tumoral.

Les prélevements destinés au laboratoire pour un examen histologique, passent par une série
d’étapes avant qu’ils ne soient lus et interprétés par le pathologiste responsable.

La technique est réalisée en cing étapes qui sont principalement :

I.1. La fixation

La fixation est une étape essentielle dans la préparation tissulaire. Son but est de
conserver le prélevement dans un état le plus proche possible de I'état in vivo par son
action intrinseque (empécher I'hydrolyse et la digestion enzymatique des protéines) et
extrinseque (éviter la putréfaction des tissus par les microorganismes). Elle consiste a
immobiliser les tissus in-situ, en particulier les antigénes, tout en préservant I'aspect
structural du tissu.

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 du

prélevement et la durée de la fixation dépend de la taille du prélévement.

Figure 19 : Fixation du tissu
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Un examen macroscopique est d’abord effectué, au cours duquel un descriptif détaillé de la
biopsie ou de la piéce opératoire est établi et au cours duquel la piece est examinée, mesurée,
pesée puis disséquée.

Cet examen donne des indications pour le pronostic de la maladie et il permet de sélectionner
les territoires a prélever pour I’étude microscopique : zones lésées, zones d’aspect
macroscopique sain et limites d’exérese. Apres le choix des prélévements destinés a 1’analyse
microscopique, les restes de la piece opératoire sont conservés pendant quelques jours ou

semaines afin de pouvoir en cas de nécessité effectuer des prélévements complémentaires.

Figure 20 : Aspect macroscopique d’une résection gastrique avec une tumeur stromale d’aspect
blanchdtre développée dans la musculeuse (étoiles en bas) et souléve la muqueuse (fleches en haut)
[79]

I.2. L'inclusion

Elle a pour but d’enfermer le prélévement dans une substance qui le pénétre et 1’infiltre.

Pour que la lumiere 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.

L'inclusion est précédée par une étape de circulation :

Au cours de cette étape le milieu aqueux tissulaire est remplacé progressivement par le
milieu d’inclusion (ou d’imprégnation). Le milieu d'inclusion utilisé au laboratoire
d’anatomie pathologique du CHU Hassan II-Fés est la paraffine : une substance liquide a
chaud, solide a température ambiante et insoluble dans I’eau et dans I'alcool.

Comme cette substance est hydrophobe, la piéce anatomique doit étre entierement déshydratée
avant son inclusion dans la paraffine. Vu qu’elle est aussi non soluble dans 1’alcool utilisé pour
la déshydratation ; une double substitution doit étre réalisée. L’eau est remplacée par 1’alcool

(déshydratation) et I’alcool par le toluéne (substitution).
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Pour réaliser cette étape, un automate d’inclusion appelé histokinette est utilisé. 1l peut se
charger de toutes les phases conduisant a la mise a disposition d’un bloc de paraffine prét a étre

microtomise.

Figure 21 : Histokinette

*L’¢étape de circulation consiste a faire s¢journer les pieces dans une série de liquides

intermédiaires.

v" Fixation dans 2 bains de Formol 10% (30 min x 2).

v Déshydratation par I’alcool : consiste a débarrasser le tissu de 1’eau qu’il contient,
tenant compte que 1’agent déshydratant doit étre miscible en méme temps a I’eau et a
la paraffine. La déshydratation se fait dans 5 bains d’alcool de degré croissant 75%,
80%, 90%, 95%o, et absolu (1h x 3, 1h30 et 2h).

v Eclaircissement par le toluene : cette étape est destinée a remplacer 1’alcool
(I’éthanol n’étant pas miscible avec la paraffine) par un solvant de la paraffine et a
chasser 1’alcool par 3 bains successifs de toluéne, en remplagant I’agent déshydratant.
Le toluene a un indice de réfraction proche de celui des protéines et le tissu devient
transparent d’ou le nom d’agent éclaircissant. Cette opération se déroule dans 3 bains
de Toluene (1h, 1h30 et 2h).

v Enrobage dans la paraffine : c¢’est I’étape terminale de la circulation, réalisée par
passage du tissu dans la paraffine fondue (portée a 60°C) contenue dans de petits moules
; la chaleur provoque I'évaporation du toluéne (et sa dissolution dans la paraffine), les
espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine ; 2 bains de Paraffine (2h et 3h) sont
utilisés. L’inclusion ne se fera de fagon satisfaisante que si la piece a couper ne

contienne ni eau ni solvant intermédiaire (alcool).
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Le bloc devient plus facile a manipuler que le tissu seul et il peut s’attacher a la pince
porte-objet du microtome sans briser la piece. Aprés la solidification a température
ambiante, le démoulage est alors réalisé : des fragments tissulaires inclus dans un bloc de
paraffine sont obtenus. Toutes ces étapes sont automatisées sauf la derniére, qui reste

manuelle et qui consiste a réorienter convenablement le fragment tissulaire dans le sens

de la coupe.

Figure 22 : Inclusion dans la Figure 23 : Inclusion des
paraffine fragments dans les cassettes

I.3. Microtomie ou réalisation des coupes

Aprés montage du bloc dans le porte-bloc du microtome, des fines tranches de 2 a5 um
d’épaisseur sont effectuées puis immergées dans des bains d’alcool et par la suite étalées sur

des lames en verre en les déplissant par flottation a la surface d'un bain chaud.

Figure 24 : Microtome Figure 25 : Etalement sue les

coupes
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I.4. La coloration

Une coloration histologique est réalisée permettant de différencier finement tous les éléments
du tissu. Elle consiste & accentuer les contrastes pour mieux reconnaitre les différents éléments
de la préparation. Dans chaque échantillon, la tumeur est identifiée par coloration HES
(hématoxyline-éosine safran). Elle a pour but de permettre la mise en évidence des noyaux et
du cytoplasme des cellules ainsi que des fibres de collagéne.

L’hématoxyline colore le noyau en violet, I’éosine colore le cytoplasme en rose, et le safran se
charge de colorer les fibres de collagene en jaune. Pour cela, les lames doivent étre préparées,
afin de pouvoir recevoir les colorants.

Il existe deux étapes préparatoires a la coloration : ce sont le déparaffinage et

I’hydratation.

e Déparaffinage :
Cette étape consiste a incuber les lames a 70°C pendant 20 a 25 min pour faire fondre la
paraffine de la piéce tissulaire et les faire plonger dans le toluene.
La pénétration des colorants utilisés, qui sont pour la plupart hydrophiles, ne peut se faire que

si les tissus ont ét¢ imprégnés d’eau.

e Hydratation :
Elle a pour objet de retirer le tolueéne du tissu et le remplacer par de 1’eau. Le toluéne et I’eau
n’étant pas miscibles, le toluéne est d’abord remplacé par I’alcool, puis les lames sont passées

dans un bain d’eau courante permettant de remplacer I’alcool par 1’eau.

4 Protocole de la coloration HES : (Annexe 1)

Figure 26 : Image aprés coloration HES de la muqueuse gastrique, grossissementx 100

Expression de biomarqueurs moléculaires dans les cancers gastriques Page 30



I.5. Le montage

Cette opération consiste, une fois la coloration terminée, a fixer a I’aide d’un milieu de montage,
une lamelle de verre sur la coupe tissulaire. Le montage permet une protection mécanique des

coupes, ainsi qu’une protection chimique des colorants.

La lame colorée et montée est ensuite transmise au médecin anatomopathologiste de la
plateforme pour identifier une zone contenant plus de 50% de cellules tumorales.

La zone d’intérét est cerclée avec un marqueur et ensuite séparée du reste de 1’échantillon par
macro-dissection, afin de s’assurer d une proportion de cellules tumorales supérieure a 50 % et
de réduire ainsi la contamination par les cellules normales.S’il y a plus de 50% de cellules
tumorales, le test est considéré comme fiable [80].Dans le cas contraire, les cellules saines

peuvent interférer et il y a un risque de conclure a un résultat faux négatif.

II-Immunohistochimie
II.1. Principe

L’IHC consiste a mettre en évidence certaines protéines cellulaires, qu'elles soient
cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour un type ou une fonction
cellulaire, a l'aide d'une réaction antigene — anticorps. Le complexe formé étant rendu visible,
donc localisable, par un marqueur fluorescent ou enzymatique fixé directement ou
indirectement sur I’anticorps.

Dans la méthode immunoenzymatique indirecte, I’Ac spécifique primaire est déposé sur le
tissu, puis il est révélé par un deuxieme Ac couplé a une enzyme a laquelle on fournit son
substrat. Le produit coloré de la réaction enzymatique apparait au niveau du site des complexes
Ag-Ac. L’intensité du signal obtenu aprés la réaction antigéne-anticorps dépend du pourcentage

du marquage des cellules colorées.

@
[N %, —
3 1 = Antigéne
~ .X. 2 =Anticorps primaire

3 =Anticorps secondaire couplé a la péroxydase

4 =Révélation par substrat de la péroxydase

2

V/ A\
1

Figure 27 : Méthode immuno-enzymatique indirecte
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*Le mot immunohistochimie désigne la combinaison de I’'immunologie et de I’histochimie, elle
a 3 buts essentiels :

- Confirmer ou préciser 1’origine du cancer primitif du patient.

- Identifier des cellules cancéreuses tres indifférenciées.

- Donner des facteurs pronostiques ou prédictifs.

IT.2. Role

En général I’'immunohistochimie a joué un role important dans :

= [’émergence et la validation du concept des carcinomes gastriques. Elle constitue
actuellement une fonction diagnostique importante en facilitant I’identification et la
classification des tumeurs indifférenciées grace a des marqueurs de différenciation
épithéliale (Kératine, Cytokine...), musculaire (actine ...), vasculaire (CD34),

lymphocytaire, neuroendocrinienne, et nerveuse.

» L’orientation vers une étiologie ou un point de départ de la tumeur dans le cadre de
métastase, d’une porte d’entrée méconnue et dans le cadre d’un diagnostic différentiel
large en cas de tumeur peu différenciée ou indifférenciée (pour certains tumeurs

pulmonaires ou thyroidiennes).

= Larévélation hormonale (Gastrine, somatostatine).

= La mise en évidence des protéines d’intérét contribuant au pronostic (intérét

pronostique).

En effet, 'immunohistochimie est largement utilisée pour le diagnostic et/ou le suivi des
cancers par détection de cellules anormales telles que celles trouvées dans les tumeurs

cancéreuses.

S —
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a) Les marqueurs utilisés

Une etude immunohistochimique a été faite selon une technique manuelle en utilisant un

panel d’anticorps :

Tableau 1 : Réle de chaque anticorps étudié

Anticorps Fonction

HER2 Protéine impliquée dans les mécanismes de signalisation intracellulaire contrdlant
la croissance, la survie, 'adhésion, la migration ainsi que la différenciation de la
cellule. Elle constitue I'élément déclencheur d’une cascade de réactions biologiques
fait d’elle I'origine de la prolifération cellulaire.

P53 Un facteur de transcription régulant de multiples fonctions cellulaires importantes
comme la régulation du cycle cellulaire, 'autophagie ou I'apoptose.

Ki67 Un marqueur de prolifération tumorale présent dans les cellules prolifératives.

Tableau 2 : Anticorps primaires utilisés en IHC

HER2 Dako Polyclonal Rabbit A0485 1/600
Anti-Human c-erb
B-2 Oncoprotein

P53 Dako Monoclonal Mouse DO-7 Sans
Anti-Human
Ki67 Dako Monoclonal Mouse MIB-1 Sans

Anti-Human

% Protocole expérimental de 'immunohistochimie manuelle :
(Annexe 2)

b) Recueil des donnés

Les données ont été recueillies d’une fagon prospective a partir des comptes rendus
Anatomopathologiques, des fiches pré-remplis par les services de gastro-entérologues du CHU

Hassan Il de Fes et adressé avec le préléevement comportant les donnees de la fiche

d’exploitation(Annexe 3).
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Résultats et discussions

|
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I-Données épidémiologiques
Notre étude a inclus 40 patients présentant un carcinome gastrique, diagnostiqués et colligés
au CHU Hassan |1 de Fés entre Janvier 2016 et Avril 2018.

I.1. Répartition du carcinome gastrique selon les tranches d'age
L'age moyen de nos patients était de 58 ans, avec des extrémes allant de 28 & 86 ans. L’étude

de la distribution des cas par &ge a montré que I'incidence du cancer gastrique est étroitement

lice & I’age. Les patients agés (>50 ans) représentent la tranche d’age la plus dominante (75%).

INTERVALLE D'AGE

=
o N

NOMBRE DES PATIENTS

o N B~ O

m[20-30] m[30-40[ m[40-50] m[50-60[ m[60-70[ m [70-86]

Figure 28 : Distribution des patients selon les tranches d’dge

I.2. Répartition du carcinome gastrique selon le sexe

La répartition du carcinome gastrique selon le sexe montre une prédominance masculine avec

25hommes et 15 femmes, soit un sex ratio (homme/femme) de 1.7.

SEXE

Femmes : 38%
@ Femmes
Hommes : 62%

@Hommes

Figure 29 : Distribution des patients selon le sexe

|
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I.3. Répartition du carcinome gastrique selon |'origine

La répartition du carcinome gastrique selon le milieu d’origine montre que 23/40 patients (60%)

de nos patients provenaient du milieu rural.

Origine

® Milieu rural = Millieu urbain

Figure 30 : Distribution des patients selon le milieu d’origine

I.4. Facteurs de risque

Les facteurs de risques retrouvés chez nos patients avec leur fréquence sont résumés dans la

figure suivant :

= AUTRE FACTEUR __
g
(%3]
x
w
a
w)
% ATCD DE GASTRECTOMIE ’
=
Q
<
[N
TABAC
NOMBRE / POURCENTAGE (%)
ATCD
Tabac ¢ de_ Autre facteur
gastrectomie
Nombre de patients 11 4 25
B Pourcentage % 27 10 63

Figure 31 : Facteurs de risque
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I.5. Symptomes cliniques

Les symptomes cliniques les plus observés dans notre série sont la douleur épigastrique (53%),
la perte de poids (50%) et les vomissements (33%).

Tableau 3 : Répartition du carcinome gastrique selon les symptémes cliniques

Symptomes Nombre Pourcentage (%)
Asthénie 4 11
Anémie 4 11
Anorexie 4 11
Moelena 7 19
Dysphagie 6 17

Douleur épigastrique 19 53
Hématémeses 8 22
Vomissements 12 33

Amaigrissement 18 50

I.6. Répartition du carcinome gastrique selon la localisation de la
tumeur

Différentes localisations tumorales ont été notées. La localisation pylorique a été la plus

fréquente. Elle a éte retrouvée dans 19/40 cas (47.5%).

5

(]

E Pylore

o

e Corps

S

= Cardia

3

g 0% 10% 20% 30% 40% 50%
8 POURCENTAGE (%)

B Pourcentage (%)

Figure 32 : Répartition du carcinome gastrique selon la localisation de la tumeur.

I.7. Répartition du carcinome gastrique selon |'étude histologique

Cette série est composée de 40 cas dont 31 adénocarcinomes et 9 carcinomes a cellules
indépendantes. Selon la classification de Lauren, 29/40 cas (72.5%) sont de type intestinal et
11/40 cas (27.5%) sont de type diffus ou mixte. Selon le degré de différenciation, 26/40 cas
(65%) sont bien /moyennement différenciés et 14/40 (35%) sont peu différenciés ou
indifférenciés.
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I I-lmmunohistochimie

IT.1. Résultats immunohistochimiques

Tableau 4 : Résultats des anticorps primaires HER2, p53, Ki67

Nombre de cas Pourcentage (%)
21 52.5
Négatif
Statut HER2 11 27.5
Equivoque 2 5
Positif 6 15
Négatif 19 47.5
P53
Positif 21 52.5
Négatif 24 60
Kie7
Positif 16 40

L’interprétation du marquage HER2 est basée sur I’intensité du marquage membranaire et le
pourcentage des cellules tumorales marquées. Un seuil de 10% des cellules tumorales marquées
a été retenu pour les pieces opératoires et 5 cellules cohésives pour les biopsies [81].
L’immunomarquage HER2 a montré que 21/40 (52.5%) cas étaient de score 0. 11/40 (327.5%)
cas de score 1. 2/40 (5%) cas de score 2 et 6/40 (15%) cas de score 3. Les scores 0 et 1 sont
considérés comme négatifs, le score 3 comme positif et le score 2 comme équivoque. Dans cette
derniére situation, la recherche de I’amplification du géne HER2 par FISH est nécessaire mais

dans notre étude, la FISH n’a pas été réalisée faute de temps.

L’expression de la p53 montre un marquage nucléaire au niveau des cellules tumorales. Le seuil
de positivé est de 10% des cellules tumorales marquees [82]. Dans notre série, 1I’expression de
la p53 était positive dans 21/40 (52.5%) cas. Quant au marqueur Ki67, le seuil de positivité est
fixé a 40% des cellules tumorales présentant un marquage nucléaire [83, 84, 85, 86]. Dans cette

étude, 16/40 (40%) cas ont montré un indice de prolifération tumorale Ki67 élevé.
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Score 3 / marquage
intense

Score 2 / marquage

moderé

Score 1 / marquage peu
intense

Figure 33 : Marquage membranaire basolatéral du biomarqueur HER2 dans la muqueuse gastrique
en fonction du score

Figure 35 : Marquage nucléaire du biomarqueur Ki67

Figure 34 : Marquage nucléaire du biomarqueur p53
dans la muqueuse gastrique

dans la muqueuse gastrique

Expression de biomarqueurs moléculaires dans les cancers gastriques Page 39



I11- Discussion

Les résultats obtenus dans notre étude descriptive sont en accord avec ceux de la littérature. En
effet, I’dge moyen de nos patients et la prédominance masculine concordent avec les données
qui ressortent dans d’autres études. Le cancer de l'estomac est rare avant I'age de 50 ans. Le
risque augmente avec I'age et plus rapidement chez I'hnomme que chez la femme [80]. L'age
moyen de survenue de ce cancer est de 60 ans. Une étude rétrospective menée au centre de
radiothérapie et d’oncologie Ibn Rochd, entre janvier 2006 et décembre 2007 concernant une
série de 144 patients traités pour un cancer de I’estomac a trouvé que I’age moyen des patients
était de 56 ans (24-90 ans). Le sex-ratio hommes/femmes était de 1,9 [22]. Ce résultat concorde
avec celui de notre série ou la prédominance du sexe masculin a été mise en évidence avec 25
hommes (62,5%) et 15 femmes (37,5%) soit un sexe ratio de 1,7. Dans plusieurs séries [22,87],
y compris notre étude, 1’age moyen de survenue du carcinome gastrique se situe aux alentours
de 58 ans avec des extrémes allant de 28 ans a 86 ans. 58% des patients consultaient dans un

délai allant de 1 mois a 6 mois.

La plupart de nos patients (60%) proviennent des régions rurales. Ce résultat est similaire a
celui réalisé dans un centre hospitalier marocain sur 1’épidémiologie du cancer gastrique en
2014 dont 43.7% des patients provenaient souvent du milieu rural de la région de Fés [87]. Ceci
suggere I’importance des facteurs environnementaux, notamment alimentaires dans la
carcinogenése gastrique [37, 38]. Cette différence d’incidence du cancer gastrique entre le
milieu rural et le milieu urbain, peut étre projetée a celle existant entre les pays développés et
les pays sous-développés. Ainsi, plusieurs études ont montré que la consommation excessive
de sel et d’aliments riches en sel est un facteur de risque du cancer de 1’estomac. Une méta-
analyse de sept études prospectives portant sur 270 000 personnes a montré une relation entre
la consommation de sel alimentaire et le risque de cancer gastrique. Le risque était accru de
68% en cas de consommation élevée par rapport a une faible consommation [88]. Le sel agirait
en favorisant I’inflammation de la muqueuse gastrique et en augmentant la prolifération
cellulaire. D’autres études ont montré que la consommation de fruits et de légumes a un effet
protecteur et qu’elle permet de réduire le risque de cancer gastrique d’environ 40% pour les

fruits et 25% pour les légumes [42].

Sur le plan histologique, les 40 cas du cancer gastrique sont répartis sous forme de 31
adénocarcinomes (77.5%) et 9 carcinomes a cellules indépendantes. Ce résultat concorde avec
celui d’une étude réalisée sur 343 patients admis au service d'hépato-gastroentérologie du CHU

Hassan Il de Fes pour prise en charge d'une tumeur gastrique et dont 170 patients avaient un
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adénocarcinome gastrique (49.5%) [87]. Le mode de révélation de I'adénocarcinome gastrique
dans notre population a pris différents aspects cliniques.Ceci rejoint une étude concernant les
symptémes cliniques les plus observés dans une série de 343 patients, ou principalement les
douleurs épigastriques (75%) ont été trouvées suivies d’une hémorragie digestive (19%) et
enfin d’une dysphagie (11%). D’autres symptomes généraux par exemples 1’asthénie et
nausées/ vomissements [87] ont été aussi observes.

L’aspect microscopique est mis en évidence par la coloration HES qui n’est pas suffisante pour

confirmer s’il s’agit d’un cancer gastrique d’ou I’intérét de recourir a I’immunohistochimie.

Les résultats de I’immunomarquage HER2 ont montré 6/40 (15%) patients surexprimant HER2
(score 3). Ces patients sont éligibles au traitement par Trastuzumab. 2/40 (4%) cas étaient
ambigus (score 2 en IHC). Pour ces derniers, un complément par FISH est nécessaire pour la

recherche de I’amplification du géne HER2.

L’¢étude de I’expression de la protéine p53 a montré une surexpression de cette derniére dans
21/40 cas (52.5%), ce qui est en accord avec les données de la littérature ou le taux d'expression
de p53 détecté par immunohistochimie varie de 13-54% dans le cancer de I'estomac [89].

Concernant Ki67 qui est un antigene nucleaire exprimé dans les cellules dans les phases actives
du cycle cellulaire, 1’étude de son expression a montré que 16/40 (40%) patients présentaient
un indice de prolifération tumorale Ki67 élevé. Plusieurs études ont confirmé I’intérét

pronostique de Ki67 dans les carcinomes gastriques [90, 91, 92].
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Conclusion

L’¢étude de ’expression de HER2, p53 et Ki67 dans les carcinomes gastriques est nécessaire

pour une meilleure prise en charge et le suivi des patients.

Ainsi, la surexpression HER2 confére une éligibilité au traitement par Trastuzumab qui est un
anticorps monoclonal humanisé ayant une grande affinité et spécificité pour HER2. Le
Trastuzumab est qualifié d’un puissant médiateur de la cytotoxicité cellulaire anticorps-
dépendante (ADCC) [93, 94].

La protéine p53 est une molécule indispensable au maintien de 1’intégrité de la cellule et de ses
composantes. Le géne codant pour la protéine p53 est inactivé dans le développement de
nombreuses tumeurs malignes y compris le cancer gastrique. La surexpression due a
I'accumulation de la protéine p53 mutée par immunohistochimie a été largement utilisé comme
marqueur pour la détection d'anomalies de la p53 [86]. Plusieurs études ont été réalisées sur
I’intérét pronostique de la surexpression de la protéine p53 dans les carcinomes gastriques, mais

les résultats restent controverses [95].

La réactivation de p53 représente une nouvelle stratégie thérapeutique. Des études de culture
tissulaire dans le cancer gastriqgue ont démontré que les thérapies visant a diminuer la

surexpression de p53 augmentent la sensibilité a la radiothérapie et a la chimiothérapie [96].

Dans la littérature, I’antigéne nucléaire Ki 67 montre une variabilité du seuil de positivité [90,
91, 92]. L’étude de I’expression du ki67 doit bénéficier de recommandations internationales
pour prouver sa reproductibilité et sa validité avant d’étre intégré en pratique clinique, dans la

liste des biomarqueurs.
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Annexe 1: Protocole standard de la coloration

HES ( Hématoxyline- éosine-safran)

La coloration HES est la coloration de

histologique de I'anatomopathologie :

L'éosine colore les cytoplasmes en rose
Le safran colore les fibres collagenes en jaune

base pour I'étude

L'hématoxyline colore les noyaux en violet fonce

Etapes Durée
1- Déparaffinage
passage a I'étuve 60°C 1 nuit
2 bains de toluéne 5 min / Bain
1 bain d'alcool a 70% 5min
1 bain d*alcool a 80% 5 min
1 bain d'alcool absolu 5min
Ringage a I'eau courante 1min
2- Technique

1 bain de I'hématoxyline 5 min
Rincage a |'eau courante 1min
Passage dans I'alcool chlorhydrique
Ringage & 1'eau courante
Passage dans I'alcool ammoniacal
Rincage a I'eau courante 1min
1 bain d'éosine 2% 5 min
Rincage a I'eau courante 1min
1 bain d'alcool a 70% 1min
1 bain d'alcool a 80% 1min
1 bain d'alcool absolu Imin
1 bain de safran 10 min
Ethanol-méthanol 1min

1 bain de toluéne

Une fois la coloration est terminée, on fait un montage entre lame et lamelle.



Annexe 2 : Protocole expérimental de

I'immunohistochimie manuelle

Etapes

- Deéparaffinage :
Passage a 1’étuve (60°C).
Toluéne (2bains).

Alcool absolu (3bains).
Ringage a I’eau courante.

- Technique :
Egoutter les lames.
Passage dans H20> (a 3%).
Ringage a I’eau courante.
Passage au bain-marie (95°C) dans du tampon citrate.

Ringage a I’eau courante
Rincer avec du PBS (1bain).
Egoutter les lames et entourer les fragments par le PAP-PEN.

Mettre le bloquant sur le fragment (1a2gouttes/fragment) et disposer les
lames dans une chambre humide.
Enlever le surplus du bloguant en secouant.

Application de I’anticorps primaire (1a2gouttes/fragment) et disposer les
lames dans une chambre humide. (Ne pas oublier de graver le nom de I’Ac
primaire sur la lame)

Egoutter un peu les lames ; les mettre dans un panier.

Rincage dans du PBS (2bains).

Application de I’anticorps secondaire (1a2gouttes/fragment) et disposer les
lames dans une chambre humide.
Rincage dans du PBS (2bains).

Application de la peroxydase.
Rincage dans du PBS (2bains).
Egoutter les lames.

Application sur chaque lame de 2 gouttes de chromogéne fraichement
preparé (2gouttes de S+5ml d’AEC). (Pour 10 lames : 20 gouttes d’AEC
substrat + 2 goutte d’AEC chromogene)

Ringage a I’eau courante.

Egoutter les lames.

Application de ’hématoxyline.

Ringage a I’eau courante.

Passage rapide dans du carbonate de lithium saturé. (7 fois)
Ringage a I’eau de robinet.

Montage a I’eau.

Durée

1nuit
5-10 mn chacun
5-10 mn chacun
10 mn

10 mn
10 mn
20 mn
10 mn
5mn

10a 15 mn

1h

5 mn chacun
1h

5 mn chacun
15 mn
5 mn chacun

4a15mn

10 mn

4 mn
10mn

Quelques secondes



Annexe 3 : Fiche d'exploitation

Service d’hépato-gastro-entérologie
CHU Hassan II-Fés
Meédecin traitant.............oooeveiiiiniininininenneaaanes

DOSSIER MEDICAL .................. NEO
ESTOMAC

Date création du dossier :...... [i.... [T
_y VI) Fibroscopie:
Didentité: . FOGD: Macroscopie:
. P Siege: '
o Nom &Prénom.........ccc..coeeeeiuvveeeeennn.. 1-  Antropylorique 1-  Tumeurvégétante
o Age..i, ans 2- (P:((e)trigescourbure 2. Ulcérée
. Sexe: masculin 431_ ; 3-  Ulcéro-végétante
Féminin _ Cardia i
. 5 Grandecourbure 4-  Grosplis
o Origine........coooviiiiiiiii 6-  Etendue
. AdIESSE. ..t . ANAPATH:
Milieu: UR 1-  adénocarcinome
PrOVINCE. . ..ovveiiieeiieeece e 2- linite
e  Date d’hospitalisation....... oo fovine 3- lymphoma .
Duréed’hospitalisation: 4- tumeurscarcinoides
Tl 5-  tumeursecondaire
. LS 6- statut HP pOSitif négatif 7- autre:
o Réferéde:  non
Sioui centredesanté
Autrehopitalpri
vé
VII) Biland’extension: RXPOUMON:
- . 1- Normal
IMotif d’hospitalisation: 2-  Métastasespulmonaires
1- douleurépigastrique 3-  Epanchementpleural
2-  hématéméses Autres - ECHO
3- vomissements L L8 S
4-  syndromes paranéoplasiques . .
5-  amaigrissement ABDOMINALE:faite nonfaite
6-  moelena
7-  dysphagie 1-  Normal
8- anorexie 2-  Métastaseshépatiques
9- anémie e Aspect

10- asthénie
11- absence de signes
12- AULTES. ..t e

Evolution des signes:
1-  inférieur almois
2-  1mois-6mois
3-  Supérieur a6mois

I11) Facteurs de risques:

1- ATCD degastrectomie

2-  Polypesgastriques

3- ATCD d’ulcéregastrique

4-  Maladie deMénétrier

5-  ATCD de gastriteatrophique
6-  Cancerfamilial

7-  Alcool

8- tabac

. Taille.....

. Nombre
3-  Epanchementintrapéritonéal
4-  Adénopathies

. Localisations5-

Epanchementpleural
B AUIS. ..ttt
TDM TAP
= Tumeurlocalementévoluée nonmétastatique
L] Métastaseshépatiques
L] Meétastasespulmonaires
L] Carcinoseperitonéale
= Autres

AUTRES EXPLORATIONS RADIO :

IV)Examen physique
1- Normal, OMS:.................
2-  Masseépigastrique
3-  Ascite
4-  Ganglion detroisier

V1) Traitement :
1-  chirurgiepalliative
2-  chirurgiecurative
3-  chimiothérapie
4-  contre-indication opératoire
5-  abstentionthérapeutique

préciser type de Chirurgie.............cooevviiiiiiiii e,

B AU et
V) Biologie:
SHboo g/dl
-Taux de protide................ g/l, albumin.............. g/l

IX) Evolution:

= Guérison
Récidive
Complication
Décédé
Autres
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