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LISTE DES ABREVIATIONS

ADK : Adénocarcinome.

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ALK . Anaplasic lymphoma kinase

ARN : Acide Ribonucléique

ATP : Adénosine triphosphate

bFGF : Facteur de croissance des fibroblaste basique
CEA : Antigéne carcino-embryonnaire

CR : Récepteur du complément

CPC : Carcinome a petites cellules

CPNPC : Carcinome pulmonaire non a petites cellules
EGFR : Récepteur du facteur de croissance épidermique
GTP : Guanosine TriPhosphate

HER : Human epidermal growth factor receptor

HGF : Facteur de croissance hépatocytaire

IPT : immunoglobulines plexines facteurs de transcription
KDR : Récepteur a domaine d’insertion kinase

NCAM : molécule d’adhésion des cellules neurales

OMS : Organisation mondiale de la santé

PCR : Réaction en chaine par polymérase

PCR-Q : Réaction en chaine par polymérase quantitative.
PD-EGF : Facteur de croissance endothélial dérivé des plaquettes
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PDGF

PG

PIK3CA

PSI

PTEN

RBD

RC

RP

SCC

SD

SG

SSP

TGF

TKI

TTF1

VEGF

: Facteur de croissance dérivé des plaquettes
: Progression

: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic

subunit alpha

: Plexine, Semaphorine, Integrine

Phosphatase and tensin homolog

: Domaine de liaison RAS

: Réponse compléte

: Réponse partielle

: Carcinome épidemoide

: Stabilisation

: Survie globale

: Survie sans progression

: Le facteur de croissance transformant
: Inhibiteurs de la tyrosine kinase

: Thyroid transcription factor 1

: Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
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CHAPITRE | :

INTRODUCTION
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CHAPITRE | : INTRODUCTION

Le cancer du poumon est la principale cause de décés par cancer dans le
monde; le cancer non a petites cellules (CPNPC) étant le plus fréquent, représente
85% de tous les cancers du poumon, l’adénocarcinome et les carcinomes
épidermoides constituent environ 80% de cette classe! . La malignité est plus
communément diagnostiquée a un stade tardif résultant d’'un taux de survie
médiocre et d’une prise en charge surtout palliative.

Bien que la chirurgie est le traitement de choix pour les stades localisés du
cancer bronchique, réalisé seule (stade |) ou associée a une chimiothérapie
adjuvante (stade 1), la chimiothérapie, seule ou en combinaison avec une
radiothérapie, reste le gold-standard du traitement du cancer bronchique aux
stades avancés (stades Il - IV). Malgré que ce traitement puisse entrainer une assez
bonne amélioration de la survie des patients, le pronostic global de ces patients
reste sombre, et le traitement reste non spécifique, non sélectif et toxique. Par
conséquent, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été recherchées.

Depuis les années 1980, de nombreuses études ont démontré, en utilisant
diverses techniques y compris I'immunohistochimie, une surexpression de I'EGFR
dans certains cas. Cependant, l'importance de cette surexpression comme marqueur
pronostique a été largement controversée, en effet, Les essais cliniques ont révélé
une variabilité de la réponse aux inhibiteurs de la tyrosine kinase, selon le sexe,
I’ethnie ou encore le tabagisme.

Ce n’est qu’en 2004 qgu’il fut établi que la réactivité aux inhibiteurs de la
tyrosine kinase était étroitement liée a l'existence de mutations activatrices du

domaine tyrosine kinase de I’EGFR2.
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Par conséquent, I’établissement d’un profil moléculaire pour les patients qui
présentent un cancer bronchique est devenu impératif afin de prédire leur réponse
aux inhibiteurs de la tyrosine kinase. D’ailleurs, plusieurs études ont été réalisées
dans ce sens partout dans le monde. Au Maroc une seule étude rétrospective a été
réalisée jusqu’a présent.

C’est dans ce carde que nous avons réalisé ce travail qui s’intéresse
essentiellement aux aspects biomoléculaires du cancer bronchique métastatique, a

travers une étude rétrospective portant sur dix cas.
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CHAPITRE Il : CADRE

THEORIQUE
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CHAPITRE Il : CADRE THEORIQUE

l. Epidémiologie du cancer du poumon

1. Dans le monde

Le cancer du poumon est le premier cancer chez I'homme en termes
d'incidence et de mortalité, chez les femmes son incidence arrive en troisieme place
apres le cancer du sein et le cancer colorectal, il arrive en deuxieme place apres le
cancer du sein en termes de mortalité.

En 2012, le nombre de nouveaux cas a été estimé a 1,82 millions dont 1,24
millions d’hommes et 0.58 millions de femmes. La mortalité était de I'ordre de 1.59
millions3.

Le cancer du poumon représente 13% de I’ensemble des cas de cancer
diagnostiqués en 2012, et représente un pourcentage de 19,4% de mortalité liée au

cancer.
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Figure 2: Estimation des proportions de la mortalité liée au cancer par site en 20127
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Les taux de mortalité normalisés selon l'age varient de 80 fois a I'échelle
internationale, les taux les plus élevés sont retrouvés en Amérique du Nord, Europe
et Asie de I'Est, et ont tendance a étre encore relativement faible dans de nombreux

pays africains et certains pays asiatiques3.

Incidence. 1.8 milkon estimated new cases Mortality. 1.6 milion estimated deaths

Figure 3: Nombre total estimé de nouveaux cas et de décés avec des proportions
selon les grandes régions du monde, pour le cancer du poumon chez les deux

sexes confondus, 20127

2. Au Maroc

Au Maroc, les taux d’incidence et de mortalité ne peuvent pas étre proprement
estimés vu que les seules sources d’information épidémiologique considérées
actuellement valides sur I'épidémiologie du cancer au Maroc sont le Registre du
Cancer de la Région du Grand Casablanca (RCRC) et le Registre du Cancer de Rabat*.

L'incidence standardisée du cancer du poumon était treés élevée chez les
hommes 25,9 pour 100 000 hommes/an versus 2,9 pour 100 000 femmes/an3

entre 2005 et 2007.
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La proportion de ce cancer par rapport au total des cancers était de 20,7 %, ce
chiffre a confirmé le fait, qu’il était le cancer le plus fréquent chez les hommes, au

Maroc. En revanche, chez les femmes, les chiffres étaient moins importants.

Incidence du cancer du poumon chez 'homme, RCRC, 2005 - 2007
2005 2006 2007 Total

Mombre de cas 373 380 389 1142
Incidanca brute 20,7 20,8 bl | 20,8
Incidanca cumuléa 0=74 ans (%] 3,47 3,4 3,47 3,45
Incidence standardisée sur la population marocaine 19.5 19,6 19,5 19,5
Incidanca standardisée sur la papulation mendiale 26 25,9 2549 259
Pourcentage par rapport au total des cancers 22,2 21,3 18,7 20,7
Pourcentage par rapport au total des cancers® 23.4 22,7 20,1 221
ipesau ekl ue saul médaname]

Incidence du cancer du poumon chez la femme, RCRC, 2005 - 2007
2005 2006 2007 Tatal

Nambre de cas 51 46 51 148
Incidence brute 2,7 24 27 2.6
Incidence cumulés 0-74 ans (%) 0,46 0,29 1,31 0,35
Inecidence standardisée sur la population marocain: 2.6 2.2 2.4 24
Incidence standardisée sur |la population mandiale 3.3 2,7 24 2,9|
Pourcentage par rappart, au total des cancers 2,6 2,2 2.2 2,3
Pourcentage par rappart au total des cancers 2.6 23 2.3 24

[peau exclue sauf malanoms)

Figure 4: Répartition des incidences du cancer du poumon selon le sexe, RCRC

2005-2007

A noter également que l'incidence du cancer du poumon au Maroc est en
augmentation, surtout chez les femmes, cela est d{, entre autres, a la période de
transition (double charge) que connais le pays, et surtout, a I'augmentation de la
prévalence du tabagisme chez les adultes (de 17,2% a 18,5% entre 2000 et 2006)°.

(Tazi et al., 2003;. Nejjari et al, 2009)
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Figure 5: Distribution et incidence du cancer du poumon par tranches d’age et par

sexe (Rabat, 2006-2008)

Selon Globocan 2012 I'incidence du cancer du poumon au Maroc est estimée a
11,2/100 000 personnes/an, avec une nette dominance chez les hommes
(20,8/100 000 hommes/an et 2,4/100 000 femmes/an). La mortalité est estimée a
15,4/100 000 personnes/an (25,1/100 000 hommes/an, 3,8/100 000 femmes/an).
La prévalence partielle a 5ans estimée a 4,2/ 100 000 personnes (9,8/100 000

hommes et 0,7/100 000 femmes).”
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Il. Propriétés anatomopathologigues

Les cancers du poumon sont classés en deux grandes catégories : les
carcinomes dits « non-a petites cellules », qui dérivent des cellules souches
épithéliales de la muqueuse broncho-pulmonaire, ils présentent 80% de I’ensemble
des tumeurs malignes du poumon, et les carcinomes dits « a petites cellule » qui
regroupent plusieurs catégories de cancer présentant des caractéristiques

morphologiques, histologiques et ultrastructurales communes.

Credhale Cellule souschus
souche ipitheliale —1— ----------------------------- !
B Cellule Cellule ¥y
Cellule cpidermende l_ glaru laine Cellule épithé tale
pricursour neurt-endocring
Cellules de Pyt [Cellules de Kulchitzky-Massom)
Mlita pl asie iss .
| épidermoide
J L
3= + A drenCarcl e Ad Emocarcinome
Carcinome i e Carcinoide ;
dpidermoide alvplaire PR Carcincme
5CC) (ADC-BA) {.’}."é nEuro-
= 3 Carei e I endocrine i
Vs a e oellules
Carcinomes Carcine PE:FSL‘}.H i T p;ll]rn:w
& grandes cellules Candnokde oellules
{LCC) fet {LCMEC)
aby g
{AT)

Histologles mixtes

Figure 6: Histo-pathogenéese des carcinomes broncho-pulmonaires?

La proportion des différents types histologiques differe en fonction du sexe et
de I'exposition au tabac. Le carcinome épidermoide représente 44 % des cancers du
poumon chez I’lhomme et 25 % chez la femme, il représente le type dominant des
cancers chez les grands fumeurs. Les chiffres sont inversés pour les
adénocarcinomes, qui représentent 28 % des cancers chez ’lhomme et 42 % chez la

femmes3.
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1. Technigue de prélévement

1.1.

Prélevement cellulaires :

Cette technique consiste a prélever des cellules provenant du site présumé de

la tumeur, elle permet notamment de préciser le caractere malin ou bénin des

cellules mais ne permet en aucun cas de préciser le type histologique ni le degré

d’invasion.

1.2.

Expectorations : Recherche des cellules cancéreuses dans le produit
d’expectoration, L’association a un brossage permet d’améliorer la
sensibilité diagnostique?®.

Aspiration bronchique : Faite au décours d’une fibroscopie, elle est le plus
souvent couplée a la biopsie. Effectuée seule lorsque la tumeur ne peut
étre biopsiée (troubles de I’hémostase, tumeur tres hémorragique ou
inaccessible a la pince), elle peut suffire parfois a établir le diagnostic et
préciser le type tumorall®,

Brossage bronchique par fibroscopie.

Lavage broncho-alvéolaire

Ponction transpariétale: Masse et nodules supérieurs a 1,5cm
périphériques sous anesthésie locale avec control tomodensitométrique.
Ponction pleurale en cas d’épanchement.

Prélévements tissulaires

Cette technique consiste a prélever des fragments tissulaires de la lésion

étudiée, elle permet de préciser I'architecture de la tumeur et de préciser son type

histologique a I’aide des techniques d’immunohistochimie.

o

Biopsie bronchique : Elle se fait au décours d’une fibroscopie. Sa
rentabilité est excellente (sensibilité de 70 a 90 %) lorsque la tumeur est

proximale'l,
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o

Piece opératoire.
Examen extemporané.
Médiastinoscopie : Intervention invasive réalisée sous anesthésie générale,

pour prélever les ganglions médiastinaux.

2. Classification anatomopathologique

2.1. Lésions Pré-invasives

Dysplasie malpighienne: Il s’agit d’anomalies essentiellement cytologiques
de I'épithélium bronchique, elles sont classées en dysplasie minime, modérée et
sévere et peuvent aller jusqu’au carcinome in situ selon leur invasion en
profondeur, la membrane basale est toujours respectée.

Hyperplasie adénomateuse atypique : Elle est constituée de microfoyers,
inférieurs a 5 mm de diametre, d’alvéoles et de bronchioles revétues de cellules
épithéliales cubiques ou cylindriques basses, avec des atypies cytonucléaires plus
ou moins marquées dont le grading parait peu reproductible!!.

Hyperplasie neuroendocrine idiopathique diffuse : elle présente des foyers
d’hyperplasie au niveau des amas de cellules neuroendocrines disséminés dans
I’épithélium bronchique. Elle est également constatée au voisinage des
carcinoides!2,

2.2. Adénocarcinome

Il s’agit d’une tumeur épithéliale maligne a différenciation glandulaire avec
ou sans sécrétion de mucus.

A. Macroscopie :

Masse le plus souvent périphérique, lobulée, bien limitée, grisatre a la
coupe, avec un centre fibrosé. Parfois une rétraction de la plévre en regard de la

masse est possible.
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L’adénocarcinome peut se développer dans le contexte d’une fibrose sous-

jacente, soit une cicatrice localisée ou une fibrose interstitielle diffuse!s.

Figure 7: Carcinome périphérique. Ombilication de la plévre viscérale (collection

CHRU service d’anatomie pathologique B de Nantes). 11

B. Histologie

Les adénocarcinomes de type mixte sont le sous-type le plus fréquent, ils
représentent environ 80% des adénocarcinomes réséqués'4. A la grande diversité
des sous-types histologiques viennent s’ajouter les différents degrés de
différenciation (bien différencié, moyennement différencié ou indifférencié) et les
atypies cytologiques (légére, modérée ou sévere) qui varient d’une piece a une
autre.

Les principaux sous-types histologiques sont I’adénocarcinome acineux,
papillaire, broncho-alvéolaire et lI'adénocarcinome solide avec production de

mucus. Ces formes sont rarement isolées et sont le plus souvent associées.
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o

Adénocarcinome acineux : c’est une prolifération formée d’acini ou de
tubes bordés par des cellules cylindriques mucineuses.

Adénocarcinome papillaire : caractérisé par la présence de papilles et de
structures papillaires secondaires et tertiaires qui remplacent
I’architecture pulmonaires sous jacente. La nécrose et l'invasion sont
fréquentes.

Adénocarcinome broncho-alvéolaire : souvent associé aux structures
alvéolaires préexistantes, ce carcinome présente une architecture
purement bronchiolo-alvéolaire, sans preuve histologique d’invasion
stromale, vasculaire ou pleurale. Deux formes histologiques sont
distinguées; I’adénocarcinome broncho-alvéolaire mucineux
généralement bien différencié, caractérisé par la production de mucus,
et 'adénocarcinome broncho-alvéolaire non mucineux, c’est le plus
fréquent, deux tiers a trois quarts des cas. Il est constitué de cellules de
Clara ou de pneumocytes de type 2 qui tapissent des cloisons

alvéolaires fines ou épaissies par l'infiltration inflammatoire!!.
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Figure 8: A gauche : Carcinome bronchiolo-alvéolaire non mucineux. (hématéine-
éosine X 40).
A droite : Carcinome bronchiolo-alvéolaire mucineux. (hématéine-éosine X

100).1

C. Cytologie
Les cellules de I’adénocarcinome peuvent étre simples ou disposées en trois
dimensions formant des morulae, des acini, des pseudopapilles ou des vraies

.,

papilles avec des noyaux de cellules

fibrovasculaires. Le cytoplasme est
relativement abondant peut contenir des
granules ou une vacuole dont la taille est
variable.

Le noyau est généralement unique,

excentrique, rond a ovale aux contours Figure 9: Adénocarcinome commun.

(cytoponction transpariétale, étalement direct
relativement lisses avec des irrégularités surlame, May-Grinwald-Giemsa x 1000)."1

nucléaires minimes. La chromatine a
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tendance a étre finement granuleuse et uniformément dispersée dans les tumeurs
mieux différenciées, et avec une distribution irréguliere ou hyperchromatique
dans les tumeurs peu différenciées!s.

D. Immunohistochimie

Les caractéristiques immunohistochimiques des adénocarcinomes varient
légerement selon le sous-type et le degré de différenciation. L'expression des
marqueurs épithéliaux (AE1 / AE3, CAM 5.2, I'antigene de membrane épithéliale,
et l'antigéne carcino-embryonnaire) est typique. CK7 est plus fréquemment
exprimé que CK20. TTF1 est habituellement présent, en particulier dans les
tumeurs mieux différenciées. Dans les cas TTF1- positifs, une thyroglobuline
négative permet d'exclure un cancer de la thyroide métastatique’s.

2.3. Carcinome a grandes cellules

Le carcinome a grandes cellules est défini par tout carcinome non a petites
cellules indifférencié, et dont I'architecture et la cytologie ne lui conferent les
propriétés ni d’un carcinome épidermoide ni d’'un adénocarcinome.

A. Macroscopie

Il se présente sous forme d’une volumineuse masse périphérique, rose a la
coupe, la nécrose est fréquente. Elle peut envahir la plevre la paroi thoracique ou

les structures adjacentes.
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Figure 10: A: Carcinome a grandes cellules central (centre blanc nacré représente
la nécrose. B : Grandes cellules tumorales avec un cytoplasme abondant avec de
grands noyaux, une chromatine vésiculeuse et nucléoles proéminents. Aucune

différenciation glandulaire ou épidermoide.!>

B. Histologie

Il s’agit, par définition, d’'une tumeur indifférenciée, la découverte d’une
composante d’adénocarcinome, de carcinome épidermoide ou de carcinome a
petites cellules exclut le diagnostic du carcinome a grandes cellules.

Les cellules sont généralement de grande taille, possedent des noyaux
volumineux, vésiculeux, pourvus d’un nucléole proéminent. Les limites
cytoplasmiques sont souvent nettes. Ces cellules sont groupées en travées ou
lobules séparés par un stroma d’aspect varié, fibreux, inflammatoire ou absent. La
nécrose est étendue. De rares vacuoles de mucus peuvent étre mises en évidence.

C. Cytologie

La majorité des carcinomes a grandes cellules ne possedent pas de
caracteres spécifiques, il s’agit le plus souvent de petits amas dispersés de
grandes cellules avec un cytoplasme dont le volume est variable, les noyaux sont

souvent volumineux avec des nucléoles proéminents.

Mme.LYAGOUBI AMINA 21



Mutation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le cancer bronchique métastatique Thése N° 102 /15

D. Immunohistochimie

I n'existe pas de marqueurs immunohistochimiques spécifiques du
carcinome a grandes cellules, ces derniers varient d’un sous-type a I'autre.

Dans la variété neuroendocrine la chromogranine, la synaptophysine et
NCAM (CD56) sont des marqueurs spécifiques. L’expression des cytokératines CK
1,5, 10 et 14 peut étre retrouvée dans certains sous-types.

2.4. Carcinome épidermoide

Tumeur maligne épithéliale montrant des signes de kératinisation, c’est la
tumeur classique du grand fumeur.

A. Macroscopie

Le carcinome épidermoide se présente le plus souvent, sous forme de
masse polypoide a développement intralumial et/ ou envahissant les tissus
avoisinant, il peut obstruer la lumiere bronchique induisant une stase des
sécrétions bronchiques, atélectasie, dilatation des bronches, pneumonie lipidique
obstructive et bronchopneumonie infectieuse.

A la coupe la tumeur est blanc-grisatre, avec des dépodts de pigments de
carbone focaux dans le centre et des rétractations en forme d'étoile sur la
périphérie. La tumeur peut atteindre une grande taille et s’excaver, la nécrose et

I’hémorragie sont fréquentes.
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Figure 11: Carcinome épidermoide (collection service d’anatomie pathologique B,
CHRU de Nantes).1!

B. Histologie

Les carcinomes épidermoides sont classés en carcinomes épidermoides bien
différenciés, moyennement et peu différenciés. Le caractére mature repose sur la
présence de kératine. lls sont généralement constitués de massifs ou lobules aux
contours plus ou moins réguliers séparés par un stroma souvent inflammatoire
d’abondance variable. La cohésion cellulaire est assurée par des ponts
intercellulaires plus ou moins nombreux selon la différenciation de la tumeur.

A la coloration par I’hématéine-éosine, les cellules ont un cytoplasme plus
ou moins abondant, clair ou éosinophile, qui devient orange lors du processus de

kératinisation.
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Figure 12: A Gauche : Carcinome épidermoide peu différencié. (hématéine-éosine x 25).

A Droite : Carcinome épidermoide différencié kératinisant. (hématéine-éosine x 25).11

C. Cytologie

Les manifestations cytologiques du
carcinome épidermoide dépendent du degré
de différenciation histologique et du type
d'échantillonnage.

Dans un contexte de nécrose et de

débris cellulaires, de grandes cellules Figure 13: Carcinome épidermoide bien
différencié et kératinisant (cytoponction

tumorales presentent un Noyau transpariétale, étalement direct sur lame,
Papanicolaou x 1 000).11

hyperchromatique irrégulier central avec un

ou plusieurs petits nucléoles, et un cytoplasme abondant. Les cellules tumorales

sont généralement isolées et peuvent présenter des formes inhabituelles

arrondies ou fusiformes.

Ils peuvent apparaitre dans des amas cohésifs, habituellement en feuilles
avec des noyaux allongés ou fusiformes. Dans le carcinome épidermoide bien

différencié le cytoplasme kératinisé est bleu avec les taches de Romanowsky, alors
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gu'avec la coloration Papanicolaou, il est orange ou jaune. Dans les échantillons
cytologiques, on note une prédominance des cellules tumorales de surface qui se
présentent sous forme de cellules dispersées avec kératinisation cytoplasmique et
des noyaux pycnotiques sombres. En revanche, dans les brossages, des cellules
provenant des couches plus profondes montrent une plus grande proportion
d'amas cohésifs.

D. Immunohistochimie

La majorité des carcinomes épidermoides expriment principalement une
kératine a haut poids moléculaire (34RE12), les cytokératines 6 et 5, et I'antigene
carcino-embryonnaire (CEA). Beaucoup expriment une kératine a bas poids
moléculaire (35RH11) et tres peu expriment TTF-1 ou la cytokératine 7 (CK7)15.

2.5. Carcinome a petites cellules

Le CPC est une tumeur maligne épithéliale neuroendocrine de haut grade de
malignité. Il représente 20 a 25% de tous les cancers primitifs du poumon.

A. Macroscopie

Les tumeurs se présentent souvent sous forme de masses périhilaires,
blanchatres, friables, molles, présentant une nécrose extensive et souvent un
envahissement ganglionnaire. Dans le poumon la tumeur se propage
généralement le long des bronches dans un mode sous-muqueux et
circonférentiel, impliquant souvent des vaisseaux lymphatiques. Environ 5% des

CPC ne présentent que des Iésions périphériques’®.
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Figure 14: Carcinome a petites cellules. Sténose et infiltration de la bronche

(collection service d’anatomie pathologique B, CHRU de Nantes).!!

B. Histologie

Les cellules tumorales sont généralement inférieures a la taille de trois
petits lymphocytes au repos, les noyaux sont ronds, ovoides ou fusiformes et le
cytoplasme peu abondant. La chromatine nucléaire est finement granuleuse et les
nucléoles sont absents ou discrets. Les frontieres cellulaires sont rarement vues.
L’indice mitotique est élevé, avec une moyenne de plus de 60 mitoses par 2mm?2.

La tumeur est, par définition, de haut grade, L’architecture, partagée avec
d'autres tumeurs neuroendocrines, peut étre en travées, palissades périphérique,

ou en forme de rosettes.
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Figure 15: Carcinome a petites cellules. Les noyaux sont proches les uns
des autres, le cytoplasme peu abondant (hématéine-éosine x 100).1!
C. Cytologie
Les cellules sont ségréguées ou agencées en placards monocouches au sein
desquels les noyaux se moulent. La chromatine est finement poussiéreuse.
Les mitoses sont facilement visibles. Chaque cellule néoplasique a un

rapport nucléo-cytoplasmique haut avec un contour nucléaire ovoide a irrégulier.

Figure 16: Carcinome a petites cellules.
(cytoponction transpariétale, étalement direct!!
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D. Immunohistochimie

L'immunohistochimie est positif pour CD56, chromogranine et
synaptophysine dans la plupart des cas. Moins de 10% des CPPC sont négatifs
pour tous les marqueurs neuroendocrines'’. TTF-1 est également présent dans
90% des cas's.

2.6. Tumeur carcinoide

Les tumeurs carcinoides sont des tumeurs neuroendocrines de bas grade ou
de grade intermédiaire de malignité, et représentent 1 a 2 % de toutes les tumeurs
pulmonaires. Elles sont divisées en carcinoides typiques et atypiques.

A. Macroscopie

Il est habituel d’opposer carcinoides centraux et périphériques. Le
carcinoide des bronches proximales posséde une importante composante
endobronchique, sous forme d’une masse charnue, lisse, polypoide, qui
bourgeonne dans la lumiére bronchique, et une partie infiltrante, pouvant
s’étendre dans la paroi bronchique au-dela du cartilage et envahir les ganglions.
C'est la forme classique en « iceberg », plus fréquente dans les carcinoides
typiques qu’atypiques. La vascularisation développée de ces tumeurs explique les
difficultés et les risques hémorragiques de la biopsie. Le parenchyme en aval peut
présenter des lésions en rapport avec I’obstruction bronchique.

Les carcinoides périphériques sont situés dans le parenchyme sous pleural,

sans rapport avec une voie aérienne. lls sont bien limités, mais non encapsulésis.
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Figure 17: Carcinoide central. (Collection service d’anatomie pathologique B,
CHRU de Nantes).!1

B. Histologie

Les tumeurs carcinoides sont classiquement composées de cellules
polygonales uniformes avec une chromatine finement granulaire, les nucléoles
discrets, le cytoplasme peu a moyennement abondant.

On peut observer une différenciation exocrine marquée par la présence de
mucus intracellulaire ou de cavités glandulaires. L'atypie et le pléomorphisme
nucléaire peuvent étre assez marquées, méme dans le carcinoide typique, mais
ces caractéristiques sont des criteres peu fiables pour distinguer carcinoide

typique du carcinoide atypique’®.
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Figure 18: Carcinoide. Prolifération de cellules réguliéres, en ilots séparés par un
stroma collagéne (hématéine-éosine x 25).1!

Le stroma peut étre fibreux, ossifié, ou siege de dépots amyloides ; il est
toujours richement vascularisé.

Des variantes histologiques sont possibles : cellules fusiformes,
oncocytaires, architecture glandulaire, en rosettes, papillaire.

L'épithélium des voies respiratoires adjacentes peut montrer une
hyperplasie des cellules neuroendocrines, parfois associée a la fibrose des voies
respiratoires.

Le carcinoide atypique peut présenter tous les modeles de croissance et les
caractéristiques cytologiques énumérés ci-dessus pour le carcinoide typique. Il
peut montrer une nécrose focale ou des mitoses nombreuses comptant entre 2-
10 / mm2,

C. Cytologie

Les tumeurs carcinoides sont généralement identifiables dans les
échantillons cytologiques, les cellules néoplasiques sont généralement présentes

a la fois individuellement et en amas cohésifs.
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C.l

Figure 19: Carcinoide. (Empreinte,
May-Griinwald-Giemsa X 1 200).1

II'y a une uniformité frappante des cellules néoplasiques. Celles-ci sont
petites et peuvent étre difficiles a distinguer des cellules plasmatiques, en
particulier dans des échantillons d'aspiration. Habituellement, ils sont de forme
ovale avec des quantités modérées de cytoplasme. Ce dernier est basophile et
parfois granuleux.

Les noyaux sont uniformément ronds ou ovoides. Les granules de
chromatine finement pointillés donnent au noyau un aspect de "sel et poivre". Les
nucléoles sont petits et discrets.

Les cellules tumorales isolées ont des noyaux plus périphériques.

D. Immunohistochimie

La plupart des tumeurs carcinoides sont réactives a la cytokératine, les
marqueurs neuroendocriniens tels que la chromogranine, la synaptophysine, Leu-
7 (CD57) et N-CAM (CD56) sont généralement fortement positifs, en particulier
dans le carcinoide typique.

Cependant, dans le carcinoide atypique, le marquage pour ces marqueurs

peut étre inégal ou focal, CD99, est également positif dans de nombreux
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carcinoides. Ki67 est le plus souvent positif dans le carcinoide atypique que le

carcinoide typique et est lié a la survie20,

Celinles en bague a chazon
Cellules claes

Fas de correlation zver 12 classificanon 200

Papallzive

A ccllules cluires

A petites cellules

bacaloide

ICarcinome spidermoide Pas de comrelation aver la claszification de 2004

arcinome a petites cellules
arcinome a prandes cellules

neuro-endocrme 3 prande: cellules
[Carcinome a prandes cellules avec aspects endocrinoides
|C arcinoms adenosquameas

IPas de correlation dans la classification de 2004

Figure 20: Classification histologique OMS 2004 des cancers broncho-

pulmonaires?2?
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La révision de la Classification OMS des tumeurs du poumon de 2004 est en

cours de préparation et devrait étre publié en 2015.

lll. Méthodes de recherche de la mutation de ’EGFR

1. Apport de la biologie moléculaire dans la caractérisation de la

mutation de I’EGFR

Le séquencage était la technique de référence. Elle consiste en la réalisation
d’une PCR d’amplification des exons cibles, puis une PCR de séquencage, aprées
purifications. La réalisation de cette technique prend au total 3 jours, et nécessite
une vérification en cas de mutation et 3 essais en cas d’ADN non amplifiable.
D’autres techniques existent, comme les techniques ciblées (PCR spécifique
d’alleéle...). Ces techniques différent entre elles en termes de sensibilité et de
stratégie de détection des mutations (sans a priori versus ciblée).

Les tests de dépistage ont le potentiel de détecter toutes les mutations de
I'EGFR dans la région d'intérét, y compris les nouvelles mutations. En revanche, les
techniques ciblées sont généralement tres sensibles pour détecter des mutations
présélectionnées |/ spécifiques ou les mutations "hot spot", mais par leur
conception sont incapables d'identifier les nouvelles mutations22.

Tests de dépistage :

e Séquencage de Sanger

e Le pyroséquencage ;

e Le HRM (High Resolution Melting analysis) couplé ou non au séquencage ;

e Séquencage de la nouvelle génération (NGS)

Techniques ciblées :

e Snapshot® multiplex kit Applied Biosystems®
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e cobas® EGFR mutation test

o therascreen® EGFR kit (Qiagen)

L’analyse des résultats obtenus en France avec ces différentes techniques
(ERMETIC-2) met en évidence un meilleur profil de sensibilité avec les techniques
alternatives ciblées par rapport au séquencage. Malgré tout, la majorité des
plateformes de biologie moléculaire utilisent majoritairement le séquencage

comme technique de recherche de mutations d’EGFR (rapport INCa février 2010).

2. Apport immunohistochimique dans la caractérisation de la

mutation de I’EGFR

Bien que des essais moléculaires pour la mutation de I'EGFR aient réussi a
identifier les patients qui sont susceptibles de bénéficier d'une thérapie avec
EGFR-TKI, la relation entre I|'expression de la protéine EGFR par
immunohistochimie et la sensibilité de la tumeur aux EGFR-TKI est moins claire.
Pirker et al?23 ont suggéré que I'expression élevée de [I'EGFR par
immunohistochimie peut identifier les patients qui pourraient bénéficier d’un
traitement par cetuximab. En outre, récemment, des anticorps qui reconnaissent
les produits de délétions sans décalage du cadre de lecture dans l'exon 19
(E746_A750del) et I'exon 21 (L858R) du géne de I'EGFR ont été développés pour
caractérisation immunohistochimique de la mutation de ’'EGFR24. Certaines études
ont rapporté 90% de sensibilité et de spécificité a la caractérisation
immunohistochimique de la mutation25, tandis que d'autres ont signalé une
spécificité élevée, mais une sensibilité relativement limitée26. Dans I'étude de
Kozu et al?? d'une cohorte de 577 adénocarcinomes pulmonaires, seule la
recherche par technique moléculaire de la mutation de I'EGFR était significative

dans la prédiction de la réponse a I'EGFR-TKI. Dans une autre étude de 70 cas, la

Mme.LYAGOUBI AMINA 34



Mutation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le cancer bronchique métastatique Thése N° 102 /15

caractérisation immunohistochimique de la mutation de I'exon 19 et I'exon 21 a
montré une sensibilité élevée (81,8% et 75%), la spécificité (100% et 96,6%), la
valeur prédictive positive (de 100% et 81,8%), et la valeur prédictive négative
(96,7% et 94,9%)28. Brevet et al?9 signalent également 100% de valeur prédictive
positive a la fois pour les anticorps spécifiques de la mutation de I'’exon 21 et les
anticorps spécifiques de la mutation de I’exon 19.

Ces études suggerent qu'il peut étre rentable d'utiliser la caractérisation
immunohistochimique de la mutation de I'EGFR comme un test de dépistage, avec
des tumeurs immunohistochimie-négatives qui ont été testés par analyse
mutationnelle. Des résultats variables ont également été publiés sur la relation
entre I'expression de la protéine EGFR, tel qu'évaluée par lI'immunohistochimie, et
le pronostic.

Une méta-analyse des études publiées concernant la signification
pronostique de I’expression de I'EGFR, évaluée par immunohistochimie, n'a révélé

aucune association avec la survie3o,

IV. Classification moléculaire des cancers bronchigues

La réalisation d’une classification moléculaire sous-jacente a la
classification anatomopathologique permet une caractérisation plus précise de la
pathologie tumorale et une prise en charge adaptée. On note une différence
majeure entre la survie des patients traités par un traitement bioguidé et celle des
patients qui ont recu un traitement standard. Concernant le cancer bronchique, la
caractérisation moléculaire est encore trés incompléte contrairement a d’autres
domaines comme I’hématologie3’, mais elle tend a se développer ces dernieres

années.
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1. Carcinogenése moléculaire

Les cancers broncho-pulmonaires se développent selon un processus
multi-étapes, caractérisé par une progression vers le phénotype invasif d’'une ou
d’'un petit nombre de cellules <« initiées > par l'acquisition d’altérations
génétiques leur conférant un avantage prolifératif (Hanahan et Weinberg, 2000).

Comme dans la plupart des cancers, les carcinomes broncho-pulmonaires
acquierent au cours de leur développement une variété d’altérations génétiques
(mutations, amplifications d’alléles, instabilités

géniques, pertes

chromosomiques) et epigénétiques (surexpression des genes, extinction de

I’expression par hyperméthylation des promoteurs) (Yokota et Kohno, 2004).

NSCLC
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KRAS ou EGFR, mutation
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Figure 21: Altérations moléculaires communes dans les carcinomes broncho-

pulmonaires8
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Les conséquences principales de ces altérations conferent a la cellule de
nouvelles propriétés :

° Autosuffisance en signaux de croissance
Insensibilité aux signaux de croissance
Evasion de I'apoptose
Potentiel réplicatif illimitée
Angiogenése soutenue
Invasion et métastases des tissus

Ces propriétés comme décrites par Hanahan et Weinberg définissent les

principales caractéristiques du cancer.

2. Récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)

L’EGFR a été le premier membre de la famille des récepteurs HER a étre
découvert, il joue un rble essentiel a la fois dans les conditions physiologiques
normales et pathologiques.

2.1. Legéne

Le géne de I'EGFR est situé sur le chromosome 7p (13.12) est constitué de
28 exons et code pour une protéine de 170 kDa (1 186 acides aminés). Le gene
de I’EGFR a un role clé dans les processus de transduction du signal, en effet il
participe a la modulation des grandes fonctions cellulaires comme la survie,
I'apoptose et la prolifération.

2.2. La protéine

C'est une tyrosine kinase de 170-kDa récepteur qui existe sur la surface
cellulaire et qui est activée par la liaison a ses ligands spécifiques, qui
comprennent le facteur de croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance

transformant o« (TGFa), la bétacelluline, et I’épiréguline32,
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EGF receptor

Figure 22: Structure du récepteur de
I'"EGF3434

L’expression
de 'EGFR est forte dans les cellules épithéliales bronchiques et modérée dans les
cellules épithéliales alvéolaires. Elle est également surexprimée dans de
nombreuses tumeurs solides comme les tumeurs gliales, les carcinomes
mammaires, les carcinomes coliques et les carcinomes bronchiques non a petites

cellules33.

A. Structure
L’EGFR comme toutes les protéines de la famille ErbB a quatre domaines
fonctionnels:
Un domaine extracellulaire de liaison du ligand,
un domaine transmembranaire,
un domaine tyrosine kinase intracellulaire,
et un domaine C-terminal de réglementation.
Le domaine extracellulaire est subdivisé en quatre domaines, le domaine

tyrosine kinase intracellulaire est constitué d'un lobe N et un lobe C, I'adénosine
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triphosphate (ATP) se lie a la fente formée entre ces deux lobes. Le domaine C-
terminal de réglementation a plusieurs domaines tyrosine kinase qui sont

phosphorylés en particulier lors de la liaison du ligand34.

B. La voie de signalisation

La liaison d’un ligand spécifique ou moins spécifigue au domaine
extramembranaire des erbB conduit a la formation d’homodimeéres ou
d’hétérodimeéres d’EGFR, la forme monomeére étant inactive3s. HER2 est
I'hétérodimeére privilégié de I’EGFR36, Le rapprochement des deux domaines
tyrosine-kinases aboutit a I'activation de la fonction tyrosine kinase et permet
I'auto ou la transphosphorylation des différents résidus tyrosine situés a
I'extrémité COOH-terminale intracellulaire du récepteurd”. Les résidus
phosphorylés servent alors de points d’ancrage a des protéines adaptatrices,
elles-mémes points de liaison de protéines de signal qui déclenchent plusieurs
voies de signalisation. Apres activation du récepteur, la transduction du signal
implique essentiellement trois types de molécules : les protéines a domaines
SH2/SH3, les protéines G monomériques et les protéines kinases avant

d’emprunter différentes voies de signalisation.
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Figure 23: Voies de signalisation du récepteur de I'EGFR38

Ces différentes voies de signalisation concourent a la prolifération cellulaire,
la migration cellulaire et favorisent la survie des cellules.

C. Modulation de I’activité de ’EGFR

La modulation de I'activité de I'EGFR peut schématiquement se faire a
différents niveaux et de maniere non exclusive :

° La cellule secrete son propre ligand, cas des cellules autocrines,
La surexpression de I’EGFR par régulation transcriptionnelle.
° La modulation de I'activité d’EGFR en fonction du type d’hétérodimere

formé et ainsi des voies de signalisation activées. Un homodimere EGFR-EGFR
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induit une prolifération faible et active préférentiellement la voie des MAP kinases,
impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Les hétérodimeres
comprenant HER2 ou HER3, comme par exemple EGFR-HER2 et HER2-HER3
induisent une prolifération plu élevée. Ces hétérodimeres activent
préférentiellement les voies Jak/STAT et PI3K/Ak également impliquées dans
I’inhibition de I’apoptose,

° La surexpression pathologique de I'EGFR par augmentation du nombre
de copies du géne sur le méme chromosome (amplification) ou par
augmentation du nombre de chromosomes 7 (polysomie),

° L’apparition de mutations oncogéniques activatrices. 39

2.3. La mutation

A. Type de la mutation

Les mutations somatiques sont localisées dans les 4 exons du géne de

I’EGFR codant pour I'activité tyrosine kinase (codons 18 a 21). Elles se situent au
niveau du site de fixation de I’ATP qui est aussi le site de fixation des ITK.

Elles correspondent a des délétions respectant le cadre de lecture, des

insertions ou des mutations ponctuelles faux-sens.

. Exon 19 :

Au sein de I'exon 19, il s’agit de délétions, intéressant toujours la leucine

en 747 et la glutamine en 749 et représentant 44 % des mutations de I’EGFR. Il
existe plus de 20 variantes de délétion de I'exon 19 (9, 12, 15, 18, 24 pb ou

délétions-insertions, ...)40. Il existe également des insertions représentant 1 % des

mutations.
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) Exon 21 :

La mutation ponctuelle L858R de I'exon 21 représente 41 % des mutations
activatrices de I’EGFR, la mutation ponctuelle L861Q 2 %4'. La mutation L861R a
aussi été recensée dans I’exon 21.

) Exon 18 :

Au sein de I'exon 18, il s’agit de mutations touchant le codon 719 et a
I’origine une substitution d’une glycine par une cystéine, alanine ou sérine G719X
ou S720F.

. Exon 20 :

Au sein de I’exon 20, il s’agit d’insertions, dont la plus fréquente est la
substitution T790M41,

Plusieurs autres mutations du gene EGFR ont été décrites, mais leur role
n'est pas clair, et il n'est pas possible d'exclure la possibilité que certaines d'entre
elles sont des artefacts. Les mutations rares de I'EGFR incluent les insertions dans
I'exon 19 (1%) et 20 (4%), les mutations ponctuelles dans I'exon 18 (G719: 3%) et
dans lI'exon 21 (L861: 2%).

B. Conséquences des mutations

Bien que les événements de signalisation qui sont affectés suite aux
mutations de I'EGFR ne sont pas entierement compris, il est bien établi que
I'équilibre "on-off" de I'EGFR-TK est modifié. Plus précisément, un changement
d'équilibre se produit en faveur de la forme active de la Tyrosine kinase, qui
conduit a une nette augmentation de l'activité kinase. Par conséquent, les cellules
tumorales, qui abritent des mutations activatrices de I'EGFR, présentent une
dépendance oncogéne a I'EGFR, ce qui leur confere des avantages sélectifs de

croissance et de survie42,
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3. Angiogenése tumorale

La croissance et le développement des tumeurs solides dépendent de
maniere étroite d'un apport vasculaire fonctionnel en l'absence duquel, les
tumeurs restent dormantes et incapables de former des métastases4344,
L’initiation de [|'angiogenése est tributaire d'un « switch » angiogénique qui
conduit a une série complexe d'événements, a commencer par la libération de
facteurs tumoraux pro-angiogéniques, l'activation de la cellule endothéliale et la
libération d'enzymes protéolytiques, suivis de la migration des cellules

endothéliales, la prolifération et la formation de tube capillaire4> (Fig 26).

Migration
towards
a stirmulus

Degradation of
axtracellular matrix

Morphogenesisicapillary -~
tube formation

Cellular
proliferation

Figure 24: Le processus multi étape de I'angiogenése46é
Le controle du «switch» dépend de I'équilibre des facteurs pro-
angiogéniques intrinseques par rapport aux facteurs anti-angiogéniques. Chez les
adultes sains, l'angiogenese est bien controlé et limité a des processus
physiologiques normaux tels que la cicatrisation et la prolifération des cellules de

['utérus. Toutefois, afin de développer et de métastaser, les tumeurs solides

Mme.LYAGOUBI AMINA 43



Mutation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le cancer bronchique métastatique Thése N° 102 /15

sécretent une série de facteurs pro-angiogéniques qui font pencher cet équilibre
délicat en faveur de l'angiogeneése.

Les facteurs de croissance qui jouent un role dans I'induction et I’entretien
de I'angiogenése sont: le facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF), le
facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF), le facteur de croissance
endothélial dérivé des plaquettes (PD-EGF) et le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF)47,48 Les productions de facteurs de l'angiogenése influencent
apparemment le résultat clinique des patients atteints de cancer du poumon.

Le VEGF et le facteur de croissance des fibroblastes sont les plus incriminés
dans I'angiogenéese49. Il ya eu plusieurs études montrant la relation entre les

niveaux de VEGF élevés et un mauvais pronostic dans les cas de CBNPC4950,

4. KRAS

La guanine triphosphatases (GTPase) KRAS, est une protéine qui est codée
par le géne KRAS. La protéine KRAS, comme d'autres membres de la famille des
protéines Ras, appartient a une classe de protéines appelées petite GTPase et est
impliqué dans la transduction du signal cellulaire. KRAS est impliqué dans la voie
de signalisation de I'EGFR, ce qui est important dans la pathogenese et la
progression de la malignité. KRAS est situé en aval du récepteur EGFR et régule les
protéines en aval qui controlent la progression du cycle cellulaire.

90% des mutations RAS dans le cancer du poumon sont retrouvées dans
KRAS. Environ 97% des mutations de KRAS dans le CBNPC impliquent les codons
12 ou 13. Les mutations de KRAS sont rares dans les carcinomes épidermoides
pulmonaires5!. Cette mutation implique une altération génétique unique, une
substitution d’une guanine par une cytosine, qui est responsable de l'acquisition

de propriétés de malignité par le géne KRAS. Par conséquent, l'arginine est
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incorporée a la place de la glycine normale dans les protéines KRAS en position de
I’acide aminé 1252, Avec cette mutation, KRAS est activée en permanence, sans
étre déclenchée par le controle de I'’EGFR, ce qui conduit a une activation
persistante de la voie EGFR et donc la survie tumorale, la croissance, la
prolifération des métastases, et I’angiogenese.

Les mutations KRAS sont retrouvées en plus forte incidence non seulement
chez les gros fumeurs, mais aussi chez les non fumeurs ou les fumeurs
occasionnels. Donc, contrairement aux mutations de I'EGFR, qui se produisent
plus fréquemment dans les tumeurs chez les non-fumeurs, le statut de la tumeur
KRAS ne peut étre prédit sur la base des antécédents de tabagisme seul.

De nombreuses études ont montré que les patients avec une mutation du

gene KRAS ne répondent pas a I'EGFR TKI, [I'Erlotinib et le Gefitinib535455,

Actuellement, il ya des essais cliniques en cours visant a surmonter cette
résistance.
5. EML4-ALK

Anaplasic lymphoma kinase (ALK), également connu comme récepteur
tyrosine kinase ALK ou CD246, est une enzyme qui est codée par le gene ALK,
dont les mutations ont été impliquées dans la pathogenése du cancer du
poumon. Cette mutation est provoquée par la fusion du gene EML4 avec la partie
de signalisation du gene de I’ALK aboutissant a la formation de la protéine de
fusion EML4-ALK, qui est impliquée en tant que facteur de lI'oncogenése.

Une inversion sur le bras court du chromosome 2 (Inv (2) (p21p23) qui relie
les exons de 1 a 13 de 'EML4 aux exons de 20 a 29 de I’ALK conduit a la
formation de cette fusion EML4-ALK oncogéene. La protéine chimérique obtenue

contient une extrémité N dérivée de I'EML4 et une extrémité C contenant le
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domaine tyrosine kinase intracellulaire entier de I’ALK, la fusion de 'EML4 avec
I’ALK conduit a une activation constitutive de la kinase ALK.

Les patients avec le gene de fusion EML4-ALK ont des caractéristiques
clinigues similaires a celles des patients avec une mutation de I'EGFR,
généralement d'anciens fumeurs (< 10 paquets-années et sevrage > 1 an),
I'apparition se fait un age relativement plus jeune>s6,

Bien que le gene de fusion EML4-ALK soit percu principalement dans
I’adénocarcinome, de nouvelles données suggéerent qu'il peut étre présent dans

n’importe quel type histologique des cancers bronchiques.

6. MET

Le gene MET est une proto-oncogene qui a été impliquée dans la
pathogenése du cancer du poumon et qui code pour une protéine connue sous le
nom de récepteur du facteur de croissance des hépatocytes. MET est un récepteur
tyrosine kinase du facteur de croissance des hépatocytes (HGF) et il est le seul
récepteur de haute affinité connu. Des études suggerent que la voie de
signalisation entre le HGF et son récepteur joue un role important dans
I'oncogenese.

Le géne MET est situé sur le chromosome 7g21-q31, et a une longueur de
120 Kb avec 21 exons et 20 introns. Il fait partie d'une grande famille de
récepteurs de facteurs de croissance dont l'architecture est identique. Il est
constitué d'une chaine alpha extracellulaire de 50 kD et d'une chaine béta de 140
kD transmembranaire, qui sont liées par des liaisons disulfure. Il contient les
domaines suivants: une grande hélice a sept lames (domaine SEMMA), PSI (plexins,

sémaphorines, intégrines), quatre répétitions IPT (immunoglobulines, plexins,
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facteurs de transcription), TM (transmembranaires), JM (juxtamembranaire) et
TK>57.

MET est sélectivement exprimé dans plusieurs tissus épithéliaux normaux.
Des niveaux élevés d’ARN MET ont été trouvés dans le foie, le tube digestif, la
thyroide et les reins. La distribution tissulaire du récepteur MET / HGF indique
gu'il est impliqué dans le controle de la croissance des cellules épithéliales et
suggere que son expression accrue peut conférer un avantage de croissance des
cellules néoplasiques>s.

L'activation de la signalisation MET / HGF conduit a la stimulation de la
prolifération cellulaire, la promotion du mouvement cellulaire, I'angiogenése,

I'invasion de la matrice extracellulaire, I'oncogeneése et la régénération tissulaire.

7. B-RAF

BRAF est une sérine-thréonine kinase impliquée dans la prolifération
cellulaire. La famille RAF compte trois membres: A-RAF, B-Raf et C-RAF. Raf est
activée par Ras principalement, mais peut également étre activée par des
éléments indépendants de Ras, et par conséquent, les signaux se propagent a
travers divers effecteurs qui interviennent dans la prolifération, I'angiogenese, les
métastases et la survie>9,

La structure de Raf se compose d'une extrémité N-terminale contenant le
domaine de régulation, une boucle d'activation, et une extrémité C-terminale
contenant le domaine kinase. Toutes les kinases Raf sont composés de trois
régions conservées, CR1 (adjacente a I'extrémité N-terminale), CR2 et CR3
(adjacentes a l'extrémité C-terminale). Raf est activée par l'interaction de

complexes Ras-GTP avec le domaine de liaison Ras (RBD) de Raf et le domaine de
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CR1 adjacent, ce qui facilite le recrutement de Raf a la membrane cellulaire pour
I'activation.

Alors que les mutations ARAF et CRAF sont rares, les mutations BRAF sont
vus dans environ 8% de toutes les tumeurs malignes®0. La mutation de BRAF plus
commune (> 90%) est une substitution d’une valine par une glutamine au résidu

600 (V60O0E).

V. Implications thérapeutiques de la mutation de 'EGFR

L’'oncogenése est controlée par de nombreux médiateurs, parmi lesquels les
récepteurs et les protéines tyrosine kinase. L’EGFR en fait partit, et est parfois
surexprimé par différents cancers, y compris les cancers du poumon, ce qui est
apparemment associée a un mauvais pronostic, c’est pour cette raison que I’EGFR
est considéré comme une cible moléculaire prometteuse dans le traitement du
cancer, beaucoup d’études ont été réalisées dans ce domaine.

Deux approches pharmacologiques ont été utilisées, avec succes, pour
inhiber les fonctions de I'EGFR dans le traitement du cancer: les anticorps

monoclonaux neutralisants et les inhibiteurs de la tyrosine kinase.
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Figure 25: Niveau d'action des différentes molécules de thérapie ciblé

1. Inhibiteurs de la tyrosine kinase (TKI)

Les inhibiteurs de la tyrosine kinase agissent selon un mode compétitif avec
I’ATP pour bloquer la phosphorylation des sites tyrosine kinase intracellulaires.
Leur spécificité est directement liée a leur affinité pour une protéine cible
prédéfinie. C’est pourquoi la plupart des inhibiteurs de tyrosine kinase sont
capables de bloquer, a des degrés différents, plusieurs protéines cibles6!.

1.1  Gefitinib

Gefitinib a un mécanisme d'action intracellulaire. Il entre en compétition
avec I'ATP  pour la liaison a [I'EGFR, inhibant ainsi directement
I'autophosphorylation de I'EGFR. Des études in vitro ont démontré que le Gefitinib
réduit la prolifération cellulaire, augmente l'apoptose, et inhibe l'angiogeneése.

Dans les études précliniques, le Gefitinib a montré une inhibition de la croissance
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tumorale dans un large éventail de lignées de cellules tumorales. Ces résultats

appuient le développement clinique de Gefitinib comme un agent anticancéreux.

Gefitinib a montré son efficacité autant que traitement de deuxieme ou de
troisieme intention dans une étude randomisée de phase Il (IDEAL I, IDEAL [1)6263,
Par contre, l'utilisation du Gefitinib en premiere intention était particulierement
décevante (INTACT I, INTACT I[l)6465,

L’étude ISEL est une étude de phase Ill randomisée contre placebo menée
chez des patients atteints de CBNPC localement avancé ou métastatique ayant
déja recu une ligne de chimiothérapie. Cette étude s’est révélée négative, méme
sur I'analyse de la sous-population des patients porteurs d’un adénocarcinome
comme type histologique®é.

Le sexe féminin, I'histologie du carcinome broncho-alvéolaire, I'origine
asiatique et I'absence de tabagisme, sont des facteurs associés a une meilleure
réponse au traitement.

Les effets indésirables les plus fréquemment rapportés, survenant chez
plus de 20 % des patients, sont une diarrhée et des réactions cutanées (incluant
éruption cutanée, acné, sécheresse cutanée et prurit). Les effets indésirables se
manifestent habituellement au cours du premier mois de traitement et sont
généralement réversibles (ISEL, INTEREST et IPASS)666768,

Environ 8 % des patients ont développé un effet indésirable sévere. Environ
3 % des patients ont arrété le traitement suite a un effet indésirable.

1.2. Erlotinib

Il s’agit d’une quinazolinamine administrée par voie orale. L’Erlotinib est un
puissant inhibiteur de I’EGFR tyrosine kinase, il entre en compétition avec I’ATP de

maniere similaire au Gefitinib.
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Erlotinib est indiqué en monothérapie dans le traitement de maintenance
des formes localement avancées ou métastatiques du CBNPC chez les patients
avec une maladie stable apres 4 cycles d'une premiere ligne de chimiothérapie
standard a base de sels de platine. Le bénéfice a été démontré dans les tumeurs
avec mutations activatrices du géene de I’EGFR.

Les résultats des études de phase Il utilisant I’Erlotinib en monothérapie en
traitement de deuxieme intention ont démontré des taux de réponses tumorales
de 10,2 % a 25 %, avec stabilisation de la maladie pour 35,1 % a 38,8 % des cas et
une survie médiane de 8,4 mois. Les résultats d’'une étude de phase Ill, ont
rapporté des données statistiquement significatives quant a la prolongation de la
survie.

Comme pour le Gefitinib, I'Erlotinib a donné une meilleure réponse chez
certains sous—groupes (femmes, adénocarcinome, asiatiques, non-fumeurs).

Les études TALENT®® et TRIBUTE?? ont combiné [I’Erlotinib a la
chimiothérapie en premiere intention de traitement chez des patients présentant
un CPNPC avancé. Aucune différence significative entre les groupes Erlotinib et
placebo n’a été démontré quant a la survie globale et a la survie sans progression.

Les effets indésirables les plus fréquemment observés ont été des éruptions
cutanées (75 %) et des diarrhées (54 %). La plupart ont été de grade 1 ou 2 et
n'ont pas nécessité d'intervention spécifique (Essai clinique BR.21 : Erlotinib vs.
Placebo en deuxieme ligne de traitement)”1.

1.3. Mécanismes de résistance

Malgré un taux de réponse clinique initial important, les patients atteints
d’un adénocarcinome avec une mutation EGFR développent inévitablement une
résistance aux drogues environ 1 an apres le début du traitement’2, Les études

montrent plusieurs mécanismes moléculaires qui peuvent contribuer au
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développement d’une résistance aux ITK, incluant les mutations acquises
secondaires du gene de I'EGFR, I'activation d’autres voies de signalisation qui
court-circuitent la voie EGFR, la surexpression de HGF, I'amplification de la
protéine MET, les facteurs épigénétiques, I’activation constitutive de la voie EGFR,
des altérations du stroma tumoral ou de la matrice extracellulaire, ou des
mécanismes liés a I’hote comme |'inactivation rapide des drogues.

. Résistance primaire :

Environ 10-25 % des tumeurs avec mutation de I'EGFR, ne répondent pas au
traitement73. Les insertions dans I'exon 20 du géne de I'EGFR sont I'une des
principales causes de résistance primaire. Les autres altérations génétiques
perturbant le signal de la voie EGFR, sont les mutations de KRAS, PIK3CA et BRAF
et la perte d’expression de PTEN (10 %), par l'intermédiaire d’un mécanisme
épigénétique.

. Résistance acquise :

Il existe 2 mécanismes principaux :

° Les mutations secondaires du gene de I'’EGFR acquises au cours du
traitement et qui modifient la séquence codante de la protéine (T790M) ;
° L’amplification de voies de signalisation d’autres oncogenes, comme
RAS et MET.

Plusieurs rapports qui ont analysé les échantillons cliniques suggéerent que
les principaux mécanismes moléculaires de la résistance acquise se produisent
essentiellement d'une maniere mutuellement exclusive, indiquant l'importance

des analyses moléculaires, aprés qu’un patient acquiert une résistance au

traitement de premiere ligne par EGFR-TKI74,
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Figure 26: Schématisation des mutations associées a une résistance aux EGFR-

TKI7>

1.4. Nouvelle génération

La deuxieme génération d'inhibiteurs de [I'EGFR, également appelés
inhibiteurs de I’EGFR irréversibles ou covalents, sont des inhibiteurs pan-ErbB et
leur activité, a la fois contre les mutations activatrices de I’EGFR et la mutation
T790M, a été démontrée dans des modeéles in vivo7s,

A. Afatinib

Afatinib est un inhibiteur biodisponible oralement de la famille ErbB qui

bloque de facon irréversible la signalisation de I'EGFR (ErbB1), HER2 (ErbB2) et
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ErbB477, et bloque également la transphosphorylation de ErbB 3; et par la suite,
tous les dimeres ErbB de la famille concernés”8

In vitro et in vivo, Afatinib a montré sa supériorité aux inhibiteurs de la
tyrosine kinase conventionnels, surtout quand il s’agissait de surmonter les
mutations de I'EGFR induisant une résistance (en particulier la double mutation
L858R/ T790M)).

B. Dacomitinib

Dacomitinib, lie de maniere covalente le domaine de I'adénosine
triphosphate de chacun des trois membres kinase actifs de la famille HER: EGFR /
HER1, HER2 et HER4. Dans les expériences précliniques, in vivo et in vitro,
Dacomitinib a montré une plus grande activité anti-tumorale dans le CBNPC
résistant a Gefitinib79.

1.5. Autres agents en développement

Plusieurs nouveaux agents qui ciblent la famille ErbB ainsi que leurs voies
de signalisation sont en développement. Il s'agit notamment de AZD9291 et CO-
1686, deux inhibiteurs sélectifs irréversibles de la tyrosine kinase qui ciblent a la
fois les mutations activatrices de I’EGFR et les mutations induisant une résistance
(T790M) aux inhibiteurs de la tyrosine kinase. D’autres nouveaux agents anti-
EGFR sont en cours de développement et comprennent les inhibiteurs de la
tyrosine kinase irréversibles, Pelitinib/ EKB-569 (EGFR, HER2 et ErbB4) et AV-412
/ MP-412 (EGFR et HER2), et I'inhibiteur de la tyrosine kinase réversible BMS-
599626 (EGFR / HER2)80,

Neratinib, un inhibiteur irréversible de la famille HER, par contre, n'a pas
réussi a produire une réponse chez les patients porteurs d’un CBNPC avancé avec

une mutation T790M, et a été par conséquent abandonnés!.
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2. Les antiangiogéniques

L'angiogenese, est un événement physiologique, mais qui est impliqué dans
diverses conditions pathologiques y compris les cancers. Ainsi, la mise en place
d'un traitement anti-angiogénique efficace a longtemps été un objectif. Le
développement de la bevacizumab, un anticorps monoclonal neutralisant contre le
VEGF, comme le premier médicament anti-angiogénique, a validé le bénéfice
clinigue de [l'inhibition de I'angiogenese tumorale. Par la suite, divers
médicaments ciblant le récepteur du VEGF (VEGFR) et les signaux médiés par sa
liaison a son ligand ont été développés pour controler I'angiogenese tumorale. La
thérapie anti-angiogénique est maintenant considérée comme une étape
importante dans le traitement du cancer au niveau clinique.

2.1. Bévacizumab :

Le bévacizumab est un anticorps monoclonal anti-VEGF (Vascular
Endothelial Growth Facton. |l se lie au VEGF, facteur clé de la vasculogenése et de
I'angiogenése, inhibant de ce fait la liaison du VEGF a ses récepteurs, Flt-1
(VEGFR-1) et KDR (VEGFR-2), a la surface des cellules endothéliales. La
neutralisation de l'activité biologique du VEGF fait régresser les vaisseaux
tumoraux, normalise les vaisseaux tumoraux restants, et inhibe la formation de
nouveaux vaisseaux tumoraux, inhibant ainsi la croissance tumorale.

Bevacizumab, en association a une chimiothérapie a base de sels de platine,
est indiqué en traitement de premiere ligne chez les patients adultes atteints de
cancer bronchique non a petites cellules, avancé et non opérable, métastatique ou
en rechute, des lors que I'histologie n'est pas a prédominance épidermoide.

Des essais cliniques de phase Il montrent les données prometteuses lors de
la combinaison du bevacizumab avec d'autres traitements anticancéreux. Les

effets indésirables du bevacizumab = grade 3 démontrés dans les essais
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cliniques, seul ou en association avec d'autres anticancéreux, sont: perforation de
I'intestin,  diarrhée, fistule, céphalées, [|'hypertension, encéphalopathie
hypertensive, syndrome néphrotique, protéinurie, thrombose, et des
saignements82 83 84 85,

2.2. |Inhibiteurs de la tyrosine kinase anti-VEGFR

A.  Vandétanib

Vandétanib est une anilinoquinazoline orale, l'inhibiteur de VEGFR2,
VEGFR3, RET kinase tyrosine, et du récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR)86. Des études de Phase | de vandétanib administré chez des
patients atteints de tumeurs solides avancées ont démontré que l'administration
orale une fois par jour du vandétanib a moins de 300 mg / jour est bien tolérée,
avec une demi-vie terminale d'environ 120 h87. Le seuil de toxicité est de 600 mg
par jour qui est généralement accompagné de diarrhée. D'autres événements
indésirables trouvés étaient des éruptions cutanées, la diarrhée, les nausées,
I'hypertension et asthénie. Les éruptions cutanées de Grade 3 et la diarrhée ont
également été observés a la dose de 500 mg. Dans la phase | de I'étude japonaise,
quatre réponses partielles ont été observées chez neuf patients avec un CPNPC
réfractairess,

B. Nintedanib

Nintedanib (anciennement BIBF 1120) est un inhibiteur puissant de
I’angiokinase, par voie orale, qui cible les voies pro-angiogéniques médiées par
VEGFR1-3, les récepteurs du facteur de croissance de fibroblastes (FGFR) 1-3, et
les récepteurs du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR) « et B. Il
inhibe également les récepteurs kinases de RET, FLT3, et la famille Src. Les études

précliniques avec le nintedanib ont montré un blocage soutenu de VEGFR2 in vitro
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(> 30 h), et un retard ou un arrét de la croissance tumorale dans des modeles de
xénogreffes de tumeurs humaines solides. 89

Dans des essais cliniques de phasel/2, nintedanib a montré un profil de
sécurité gérable et une activité antitumorale chez les patients atteints de tumeurs
solides, y compris le CBNPC.9091 Les interactions médicamenteuses limitées
permettent la combinaison de nintedanib avec des chimiothérapies cytotoxiques,
tels que le docétaxel ou pemetrexed.9293 La combinaison de nintedanib avec
pemetrexed a été étudiée dans LUME-Lung 2, un essai de phase 3 dans le
traitement de deuxiéme ligne de patients atteints de le CBNPC non épidermoide
qui a évalué l'efficacité et l'innocuité de la combinaison de nintedanib et le
docétaxel chez les patients atteints de CPNPC avancé apres une chimiothérapie de
premiere ligne.9495

Les effets secondaires les plus observés avec nintedanib étaient I’élévation
réversible des enzymes hépatiques (10-28% des patients), les troubles gastro-
intestinaux (jusqu'a 50%). Les effets secondaires observés avec nintedanib étaient
plus prononcés avec la dose élevée de 250 mg, pour cette raison, les essais

ultérieurs ont utilisé la dose cliniquement efficace de 200 mg. 89909192
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3. Anticorps anti-EGFR

Les anticorps monoclonaux anti-EGFR se lient au domaine extracellulaire de
I'EGFR dans son état inactif; ils se lient par compétition au récepteur par blocage
de son site de liaison, et ainsi bloquent l'activation de I'EGFR tyrosine kinase
induite par la liaison au ligand9%.

Les anticorps monoclonaux dirigés contre 'EGFR sont a divers stades de
développement clinique chez les patients atteints de cancer bronchique, en
particulier en combinaison avec la chimiothérapie palliative.

Cetuximab

Cetuximab, est une immunoglobuline (Ig) G1 homologue chimérique murin
humanisé de l'anticorps monoclonal murin M225. Il se lie a I'EGFR avec une
affinité supérieure par rapport aux ligands naturels de TGF-a et EGF97.

Cetuximab en combinaison avec la chimiothérapie a été étudié dans
plusieurs phase Il (LUCAS)98 et deux essais de phase Ill (FLEX, BMS099)99 100 chez
des patients atteints de CBNPC avancé, et a montré d’assez bons résultats en
terme de taux de réponse et de survie sans aggravation.

Cetuximab est généralement bien toléré, les éruptions cutanées
acnéiformes et la diarrhée sont les principaux effets secondaires, alors que les

réactions d'hypersensibilité sont rares.
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CHAPITRE Il :

ETUDE PRATIQUE
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l. Matériel et méthodes

1. Objectifs de I’étude :

Nous avons fixé comme objectif pour ce travail :
° Etudier le profil moléculaire de la mutation de I'EGFR chez les patients
ayant un cancer bronchique métastatique

Etudier la relation entre la mutation de I'EGFR et les caractéristiques
cliniques, radiologiques, histologiques et immunohistochimiques des
patients.

Analyser la relation entre la mutation de I'EGFR et la réponse au

traitement.

Comparer nos résultats avec les résultats des études antérieures.

2. Matériel:

Il s’agit d’une étude rétrospective ayant inclue 10 patients suivis pour un
cancer bronchique métastatique au service d’oncologie médicale du CHU Hassan |l
de FES, et chez qui on a fait la recherche de la mutation du géne de 'EGFR.

Ce travail a consisté au recueil des données épidémiologiques, cliniques, et
moléculaires des patients atteints de cancer bronchique métastatique, dont le
diagnostic a été retenu sur les caractéristiqgues morphologiques et
immunohistochimiques.

° Critéres d’inclusion : Tous les patients suivis pour un cancer bronchique
métastatique et qui ont bénéficié d’une recherche de la mutation du

gene de I’EGFR.

Criteres d’exclusion : Dossier inexploitable.
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3. Méthodes :

3.1. Recueil des données

Une base de données Excel a été constituée comportant :

A. Les données démographiques, cliniques et histologiques:

L’age, le sexe, les antécédents de tabagisme, d’alcoolisme, de cannabisme,
d’exposition professionnelle, le mode de présentation, le statut de performance,
le type histologique, le degré de différenciation et les marqueurs
immunohistochimiques notamment le Thyroid transcription factor-1(TTF-1).

B. Les données radiologiques :

La classification TNM, [|'atteinte métastatique pleurale, hépatique ou
osseuse, le nombre de sites métastatiques

C. Recherche de la mutation de ’EGFR

La recherche et le type de la mutation.

D. Données concernant la méthode de traitement :

Bithérapies a base de sels de platine (Cisplatine- Etoposide, Cisplatine-
Vinorelbine, Cisplatine - Gemcitabine, Carboplatine - Paclitaxel), monothérapie
(Vinorelbine), nombre de cures recues, I'association ou non au Bévacizumab, le
traitement par biphosphonates.

E. Evaluation de la réponse au traitement :

La Stabilité, réponse partielle, compléte ou progression de la maladie, la
survie sans progression, la survie globale et la durée de suivi.

e Laréponse au traitement a été évaluée selon les criteres RECIST V1.1.
e La médiane de suivi est calculée depuis la date des dernieres
nouvelles (soit la derniere consultation pour les sujets vivants soit la

date du déces pour les décédés) par rapport a la date du diagnostic.
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3.2. Biologie moléculaire

L’étude moléculaire a été réalisée pour 9 cas au laboratoire d’anatomie
pathologique du CHU Hassan Il de Fés, et pour 1 cas au laboratoire Biomnis-Lyon.

A. Extraction

L’extraction de I’ADN et la recherche des mutations ont été faites sur des
tissus somatiques qui comportent au moins 30% de cellules tumorales.

L'isolement et la purification de I'ADN ont été effectués en utilisant le
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit. Ces échantillons d’ADN ont été par la suite évalués

par un spectrophotometre pour déterminer le taux d’ADN amplifiable.

Figure 27: Spectrophotometre (laboratoire d'oncogénétique — CHU Hassan Il Fes)
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B. Technique

Les mutations ont été recherchées sur les exons: 18; 19; 20; 21 ; en
utilisant Therascreen EGFR PCR kit.

La détection des mutations a été réalisée par PCR en temps réel. Deux
techniques ont été utilisées : ARMS et Scorpions

L’amplification spécifique de I’allele ou de la mutation par une Tag ADN
polymérase est réalisée en utilisant ARMS (amplification Refractory Mutation
System), la détection de cette amplification est réalisée ensuite par des molécules
bifonctionnelles (Scorpions) contenant une amorce de PCR liée de maniére

covalente a une sonde permettant I’amplification du signal.

Figure 28: Thermocycleur en temps réel (Laboratoire d'oncogénétique - CHU

Hassan Il de Fes)
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Le résultat de la PCR en temps réel est représenté graphiquement sous

forme de courbes sigmoides.
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Figure 29: Courbe de PCR en temps réel (laboratoire d'oncogénétique CHU Hassan

Il de Fes
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Les mutations recherchées sont représentées sur le tableau A

Tableau A: Liste des mutations recherchées

Mutation Exon Base changée
T790M 20 2369C>T
L858R 21 2573T>G
L861Q 21 2582T>A
S768I 20 2303G>T
G719A 18 2156G>C
G719S 18 2155G>A
G719C 18 2155G>T
2307_2308ins9
Insertions 20 2319_2320insCAC
2310_2311insGGT
2235_2249del15
2235_2252>AAT (complex)
2236_2253del18
2237_2251del15
2237_2254del18
2237_2255>T (complex)
2236_2250del15
2238_2255del18
2238_2248>GC (complex)
P 2238_2252>GCA (complex)
Délétions 19

2239_2247del9
2239_2253dell15
2239_2256del18
2239_2248TTAAGAGAAG>C
(complex)
2239_2258>CA (complex)
2240_2251del12
2240_2257del18
2240_2254del15
2239_2251>C (complex)
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3.3. Méthodes statistiques :

° Etude descriptive :

Avec calcul des fréguences, des moyennes et écart type.

° Etude analytique :

Tests non paramétriques, pour les variables a deux classes : test exact de
Fisher, test de student pour la comparaison des moyennes.

La signification a été déterminée par une valeur p <0,05 .

L'objectif de ces tests est de vérifier I’existence d’une association entre La
présence de la mutation et les parametres cliniques (Age, sexe, Tabac, Indice de
performance OMS), les parametres radiologiques (Nombre de sites métastatiques),

les parametres histo-pronostiques (Degré de différenciation, TTF-1).

Il. Résultats :

1. Etude descriptive :

1.1. Les données démographigues et cliniques

Un échantillon de 10 patients qui a inclue 04 femmes et 6 hommes suivis
pour un cancer bronchique métastatique au service d’oncologie médicale au CHU
Hassan Il de Fes a été sélectionné.

L’age moyen était de 56.6 ans = 10.21 (81-41), la 5éme décennie

représente le plus fort contingent avec 07 cas.
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Répartition selon l'age

80-89 ans

70-79 ans

60-69 ans

50-59 ans

40-49 ans

30-39 ans

Figure 30: Répartition de I’échantillon selon I'dge

La moyenne d’age chez les patients présentant une mutation de I’EGFR était
de 52.33 ans [41-59].

Un total de 06 patients étaient tabagiques chroniques dont 05 étaient
sevrés. La notion d’alcoolisme a été retrouvée chez 01 patient, sevré, aucun cas

de cannabisme n’a été retrouvé.

Répartition selon les facteurs de risque

Cannabisme ’

Alcoolisme

Tabagisme

Sévrage M Facteur de risque

Figure 31: Répartition de I'échantillon selon les facteurs de risque

Mme.LYAGOUBI AMINA 67



Mutation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le cancer bronchique métastatique Thése N° 102 /15

La notion d’exposition professionnelle n’a été retrouvée chez aucun cas.

Le mode de présentation le plus fréguent était la dyspnée (06 cas) suivie de
I’hémoptysie (02 cas). La douleur thoracique n’a été rapportée chez aucun cas, 02
cas ont présenté des manifestations extrathoraciques (rhumatologiques ;
nerveuses) en rapport avec des métastases.

La plupart des patients (8 patients) avaient un état général conservé (PS<1).

1.2. Données histologiques

Tous les patients présentent un adénocarcinome comme type histologique,
02 cas avec une bonne différenciation, 03 cas moyennement différenciés et 05

cas peu différenciés.

Degres de différenciation

Bien différencié
20%

~ Peu différencié
50%

Figure 32: Répartition selon le degré de différenciation

Le Thyroid transcription factor-1 (TTF-1) a été recherché chez 09 patients
et a été positif chez 05 cas soit 55.5%.

1.3. Les données radiologigues :

Il a été constaté que, les tumeurs étaient localement avancées dans la

majorité des cas (2 cas présentaient une tumeur T4 ; 4 cas une tumeur T3).
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Répartition selon la taille et

I'envahissement tumoraux

T1
10%

Figure 33: Répartition selon la taille et I'envahissement tumoraux
L’envahissement ganglionnaire N2 et N3 a été retrouvé chez la quasi-

totalité des cas, a savoir, une somme de 9 cas.

Envahissement ganglionnaire

Figure 34: Répartition selon I'envahissement ganglionnaire

La plupart des patients (6 cas) présentaient plus d’un site métastatique lors
du bilan d’extension. Les localisations métastatiques les plus fréquemment

retrouvées étaient celles au niveau du poumon, suivies des métastases osseuses.
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Métastases

Rénales

Hépatiques

Osseuses

Pleuro-pulmonaires

Figure 35: Répartition selon le site métastatique

1.4. Recherche de la mutation de ’EGFR par Q-PCR

La recherche de la mutation de I'EGFR a abouti aux résultats suivants : 03
patients sur 10 présentaient une mutation de I'EGFR soit 30%. Toutes étaient des

femmes.

Proportions de la mutation de I'EGFR

Figure 36: Proportion de la mutation de I'EGFR
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Tableau B: Résultats de la recherche de mutations de I'EGFR selon le cas

Patients

Mutation de ’'EGFR

Patient N° O1

Aucune

Patient N° 02

Délétion Exon 19

Patient N° 03 Aucune
Patient N° 04 Aucune
Patient N° 05 Aucune

Patient N° 06

L858 R (Exon 21)

Patient N° 07 Aucune
Patient N° 08 Aucune
Patient N° 09 Aucune

Patient N° 10

Délétion Exon 19

Parmi les 03 mutations retrouvées 02 (66.6%) étaient situées sur I’exon 19

et 01 (33.3%) était située sur I’exon 21.

1.5. Les différents traitements recus et réponse au traitement :

Parmi ceux qui ont eu un traitement spécifique (N=9), 06 patients (66.6%)
ont recu une association Carboplatine- Paclitaxel, 02 patients (22.2%) ont regu
une association Cisplatine-Vinorelbine, 01 patiente (11.1%) a recu un traitement
par thérapie ciblée (Erlotinib) en premiére ligne.

Le nombre moyen de cycles de chimiothérapie de premiere ligne recus était

de 2.9 [1 - 5].
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Répartition des cas selon le traitement regu

BEV "

Platine-Gemcitabine '

Carbo-Pacli

CDDP-Alimta '

CDDP-Nav
Navelbine ‘
Erlotinib ,J
I o
0 1 2 3 4 5 6

Figure 37: Répartition des cas selon le traitement recu
Parmi les patients ayant une maladie évaluable (N = 5) on a noté apres le
traitement de premiére ligne : une réponse partielle chez 01 cas (20%), une
stabilité chez 02 cas (40%), et une progression chez 02 cas (40%), 04 ont recu une
chimiothérapie de deuxieme ligne 02 patients ont recu Docetaxel, 02 patient
Pemetrexed (Alimta*), et 01 seul patient a recu un traitement de maintenance

(switch-maintenance) a base d’Erlotinib (Tarceva*).

2. Etude analytique

2.1. Implication des facteurs sociodémographigues

Les caractéristiques démographiques des deux groupes sont représentées
sur le Tableau C.

Le groupe de patients avec une mutation de I’EGFR était plus jeune que le
groupe des patients sans mutation, mais cette différence n’était pas significative.

La mutation était significativement plus fréquente chez les femmes que
chez les hommes. Le tabagisme également a été associé a un taux de mutations

significativement plus élevé.
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Tableau C: Les facteurs sociodémographiques de notre échantillon selon la

présence de la mutation de I’EGFR

Mutation EGFR + Mutation EGFR - Valeur P

Age Moyenne 52.33 + 9.86 ans 58.42 = 10.53 ans P=0.428
Hommes 0 6 (85.7%)

Sexe P=0.033
Femmes 3 (100%) 1 (14.2%)
Fumeur 0 6 (85.7%)

Tabac Non P=0.033
3 (100%) 1 (14.2%)

fumeur

2.2. Implication des facteurs clinico-radiologiques

66.6% des patients qui présentent une mutation de I'EGFR avaient un état
général conservé, par apport a 85.7% chez les patients porteurs de I'allele
sauvage.

Le nombre de sites métastatiques était similaire entre les deux groupes
(33.3% chez les patients qui portent une mutation de 'EGFR versus 44.8% chez les
patients porteurs d’un alléle sauvage)

2.3. Implication du degré de différenciation de la tumeur

66.6% des patients porteurs d’'une mutation de I'EGFR présentaient une
tumeur moyennement a bien différenciée, contre 42.8% des patients porteurs d’un
allele sauvage, cette différence n’est pas significative.

2.4. Corrélation de la mutation avec I’expression de la protéine TTF1

L’expression de la protéine TTF1 était moins importante chez le groupe de
patients présentant une mutation de I'EGFR (20% versus 50%), cette différence

n’était pas significative.
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CHAPITRE IV :

DISCUSSION
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CHAPITRE IV : DISCUSSION

Le cancer du poumon est I'un des cancers les plus fréquents au Maroc et
dans le monde, et est la principale cause de mortalité par cancer!01,

Le profil moléculaire de la population atteinte d’un cancer du poumon reste
d'une grande importance pour élaborer des schémas thérapeutiques appropriés
permettant un plan de traitement plus personnalisé.

Dans notre étude qui a inclus 10 patients, 03 patients présentaient une
mutation du gene de I'EGFR (30%), un résultat notamment plus important que
celui retrouvée dans une étude similaire menée entre 2010 et 2012 au Maroc avec
un taux de mutation de 21%'02, Des études antérieures ont démontré une
divergence assez importante dans les taux de mutation de I’EGFR selon l'origine
ethnique, en effet les populations asiatiques présentent les fréquences les plus
élevées!03104  tandis que les taux les moins élevés sont noté chez la population
caucasiennel05106 |3 fréquence de la mutation chez les patients de notre série, est
plus élevée que chez les caucasiens mais reste inférieur a la fréquence retrouvée
chez les Asiatiques.

La fréquence significativement élevée de mutations de I'EGFR chez les
femmes atteintes de cancer bronchique (75%), rejoint les fréquences retrouvées
dans les études antérieures qui ont également démontré un taux de mutation plus
important chez les femmes ; notre taux étant plus rapproché des taux asiatiques
(59%-84%)103104,

En plus de cet effet du sexe sur les taux de mutation EGFR, il semble y avoir
une forte association entre le statut mutationnel de I'EGFR et la durée et le
Nombre de la cigarette avec une incidence plus élevée chez les non-fumeurs (Pao

et al, 2004; Shigematsu et al, 2005a; Pham et al, 2006; Huang et al, 2011)105,106
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,107,108 109110 ce résultat a été également constaté dans notre étude ; le taux de
mutation était significativement plus élevées chez les non-fumeurs (75%).

La médiane d’age des patients porteurs de la mutation était de 52.33 +
9.86 ; une valeur qui rappelle les valeurs retrouvées dans les études précédentes.
Nous avons également démontré que chez les patients d'age relativement avancé
(=55 ans) les taux de mutation EGFR étaient significativement plus élevés que
chez les jeunes patients (66%).

Les raisons de ces effets du sexe et de I'age sur les taux de mutation EGFR
ne sont pas completement élucidées. Les hormones sexuelles et les habitudes
tabagiques différentes entre les hommes et les femmes pourraient contribuer a

ces effets (Perkins et al, 2009; Sofuoglu et Mooney, 2009)111112,

Tableau D: Tableau récapitulatif des différents résultats selon les pays

USA. Hollande | Espagne. | Japon. | Maroc. Notre
Pays/Année
2012113 | 2012105 | 2009'14 | 2009103 | 2072102 étude

Nombre de cas 1000 778 2105 308 137 10
Fréquence de la

17% 9% 17% 36% 21% 30%
mutation EGFR (%)
Médiane d'age — 61.6 ans -— -— - 52.3 ans

La détection d’une forte expression de TTF1 par immunohistochimie est un

marqueur

important

de diagnostic

pour

identifier

bronchiques en histopathologie (Yatabe et al, 2002)115.

Comme les tumeurs TTF1-positifs sont plus fréquemment trouvés chez les

femmes et chez les non-fumeurs et qu’elles sont associées a une survie plus

les

adénocarcinomes
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longue (Tanaka al, 2007; Sun et al, 2012)116,118 | serait intéressant de savoir, s’il
existe une corrélation entre le statut TTF1 et le statut mutationnel de I'EGFR.

Dans notre série nous n’avons pas trouvé une association significative entre
I'expression de la protéine TTF1 et le statut mutationnel de I'EGFR, en effet
seulement un seul cas parmi les 03 cas « EGFR-positifs » a présenté une forte
expression de la protéine TTF1 soit 11%. Ce résultat est en contraste avec 2
études réalisées précédemment, la premiere publiée en 2013 dans le British
Journal of Cancer’’7 qui a montré une association entre la présence de la
mutation et I’expression de TTF1 dans 93,5% des cas, I'autre étude''8, réalisée en
2012 qui a rapporté un taux de 92,7% d’association.

Aucune association significative entre le degré de différenciation et la
présence de la mutation de I'EGFR n’a été notée, ces résultats sont concordants
avec une autre étude réalisée en chinel04,

Tableau E: degrés de différenciation (comparaison des résultats de notre étude aux

résultats de I'étude de B. Gao et al. 2014)

B. Gao et al. 2014104 Notre étude
EGFR + EGFR - p EGFR + EGFR - P

Moyennement
a bien 42 (73,7%) | 15 (26.3%) 2 (40%) 3 (60%)
différencié
Peu 0.06 0.58

15(51,7%) | 14 (48,3%) 1 (20%) 4 (80%)
différencié

La totalité des cas étudiés présentait un stade IV, ceci est dii au fait que le
caractere métastatique était un critere d’inclusion dans ce travail.

Par ailleurs I’évaluation du nombre des sites métastatiques pour chaque
cas, a trouvé des résultats similaires entre les deux groupes. Ce résultat

correspond aux résultats trouvés dans les études précédentes!!9.
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L’analyse des différents types de mutation de I’EGFR a démontré que toutes
n’étaient pas forcément liées a une bonne réponse aux inhibiteurs de la tyrosine
kinase. Les deux mutations de I'EGFR les plus fréguemment retrouvées et qui
constituent 85% a 90% des mutations de I’'EGFR sont la délétion de I’exon 19 et la
mutation L858R de I'exon 21.120121 | es résultats retrouvés dans notre série, bien
gue notre étude fht limitée a trois cas qui présentaient une mutation de I’EGFR, ne
sortaient pas de cette constatation. En effet 02 patients présentaient une délétion
de I'exon 19 de I'EGFR soit un taux de 66.6% et un patient présentait une
mutation L858R de I'’exon 21 soit un taux de 33.3%. Une étude précédente’02 3
été réalisée sur un échantillon plus important de patients marocains a montré des
résultats similaires : les mutations de I'EGFR ont été principalement détectée dans
I'exon 19 (69%), suivie par I'exon 21 (21%) puis I'exon 20 (7%), les mutations dans

I'exon 18 ont été rares (3%).

Tableau F: Fréquence de la délétion de I'exon 19 et de la mutation L858R selon

I'ethnie
Etude Huang et | Shigematsu | Castro et De Mello et | Errihani et Notre
al.1o et al.120 al.106 al.122 al.102 étude

Ethnie Asiatigue | Américaine | caucasienne | caucasienne | Marocaine | Marocaine
Délétion
de I’exon 35% 44% 39% 50% 69% 66.6%
19
Mutation
L858R de 48% 41% 33% 45% 21% 33.3%
I’exon 21

Nous constatons, selon ce tableau comparatif, que la population marocaine
présente la fréquence la plus élevée de la délétion de I'exon 19. Une étude
réalisée en 2009123 a démontré que les patients qui avaient une délétion de I’exon
19 présentaient u,n ;ne réponse plus favorable aux inhibiteurs de la tyrosine

kinase par apport aux patients qui avaient une mutation L858R. Une autre étude
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réalisée en 2006724 a démontré que les patients porteurs d’une délétion de I’exon
19 avaient une survie significativement prolongée (38 mois) par apport aux
patients porteurs d’une mutation L858R (17 mois).

Il a été constaté que des mutations de I'EGFR sont associés a une bonne
réponse aux inhibiteurs de la tyrosine kinase chez les patients atteints de cancer
bronchique métastatique, cela a été rapporté dans plusieurs études!25,126 127 128,

Tableau G: Réponse aux TKI en fonction de la mutation de I'EGFR

Takano et al. 128 Capuzzo et al.126 Huang et al.127
EGFR+ | EGFR- p EGFR+ | EGFR- p EGFR+ | EGFR- P
Réponse (%) 92% 3% 53% 5% 87% 25%
<0.0001 <0.01 0.041
Progression(%) 7% 88% 40% 68% 12% 75%

Cependant, la réponse a la chimiothérapie conventionnelle ne differe pas
selon le génotype, ce résultat est en accord avec l'analyse moléculaire TRIBUTE,
qui a montré que le génotype n’affecte le taux de réponse que lorsque le
traitement inclus Erlotinib129,

Dans notre série, il a été difficile d’étudier la réponse au traitement vu que
05 patients (soit 50% de notre échantillon) étaient perdus de vu avant que |'on
puisse évaluer leur réponse. Néanmoins, nos résultats n’ont également montré
aucune association entre le génotype et le taux de controle de la maladie.

L’Erlotinib n’a été administré comme traitement de premiére ligne que chez
un seul cas, dont la réponse n’a malheureusement pas pu étre évaluée.

Les patients présentant des mutations de I'EGFR avaient une survie
significativement prolongée par rapport aux patients qui n’en portent pas, avec
une survie moyenne plus importante. Ces résultats sont en accord avec des
études antérieurs, y compris I’étude TRIBUTE, qui ont montré que les patients

porteurs d’une mutation avaient une survie prolongée indépendamment du type
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de traitement (8 mois chez les patients porteurs de la mutation contre 5 mois
chez les patients qui n’en portent pas, p<0,001).129130

Par ailleurs, il a été établi que I'Erlotinib aboutis a un taux de réponse et a
un taux de survie sans progression plus important par rapport a la chimiothérapie
conventionnelle en tant que traitement de premiére intention chez les patients
porteurs d’une mutation de I’EGFR.131132133

Cependant, notre étude comprend un nombre relativement faible de
patients, et aucune signification statistique n’est atteinte. Une étude a grande
échelle est nécessaire pour enquéter sur l'association de la mutation de I'EGFR

avec la survie dans notre contexte.
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CONCLUSION

En résumé, les résultats obtenus dans notre travail sont comparables aux
résultats de I’étude marocaine réalisée précédemment, malgré I’existence de
guelques discordances, qui peuvent étre dues a la différence de la taille des deux
échantillons. Nous constatons également que la population marocaine présente
un taux de mutations de I'EGFR qui se situe entre celui des populations
asiatiques et celui des populations caucasiennes.

La fréquence élevée des mutations situées sur I’exon 19 prévoit un taux de
réponse important aux inhibiteurs de la tyrosine kinase dans la population
marocaine qui présente un cancer bronchique.

Néanmoins, I’analyse de tous les facteurs intervenants nécessite des études
plus larges et un suivi plus prolongé afin d’établir un profil moléculaire pour la

population marocaine.
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RESUME

Introduction :

La détection des mutations du récepteur du facteur épidermique de
croissance (EGFR) dans le cancer métastatique du poumon permet de prédire la
réponse aux inhibiteurs de la tyrosine kinase. Le profil des mutations de I'EGFR
dépend, entre autres, de I'origine ethnique, avec une proportion plus élevée dans
les populations asiatiques. Au Maroc une seule étude rétrospective a été menée.

Méthodes :

Nous avons mené une étude rétrospective qui a inclue 10 patients suivis
pour un cancer bronchique métastatique au service d’oncologie médicale du CHU
Hassan Il de Fes, et chez qui on a fait la recherche de la mutation du gene de
I’EGFR. Une étude descriptive de cet échantillon a été réalisée. Les résultats
obtenus par la suite ont étaient comparé avec des études similaires.

Résultats :

Dix patients ont été inclus dans notre études, avec un sexe ratio de 2/3, la
moyenne d’age était de 56.6 ans = 10.21 [41-81], 60% de notre échantillon ont
rapporté un antécédent de tabagisme, tous étaient des hommes.

La totalité des cas étudiés présentaient un adénocarcinome grade IV.

La fréquence de la mutation était de 30%, retrouvée exclusivement chez les
femmes et chez les non fumeurs, 33.3% des mutations étaient situés sur I’exon
21 (mutation L858R), 66.6% des mutations étaient situées sur I’exon 19.

Neuf (90%) de notre échantillon ont recus un traitement spécifique, dont un
seul cas qui a recu un traitement par inhibiteurs de la tyrosine kinase en premiere

ligne, La réponse au traitement était similaire dans les 2 groupes.
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Aucune différence statistiquement significative n’a été retrouvée concernant
la survie dans les 2 groupes

Conclusion

La mutation de I'EGFR parait etre plus fréquente chez les femmes et chez
les non-fumeurs, les mutations situées sur I’exon 19 sont plus fréquentes que les
mutations situées sur I’exon 21.

La population marocaine présente un taux de mutations de I'EGFR qui se

situe entre celui des populations asiatiques et celui des populations caucasiennes.
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SUMMARY

Introduction:

Detection of epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations in
metastatic lung cancer predicts response to tyrosine kinase inhibitors. The profile
of EGFR mutations is ethnicity-dependent, with a higher proportion in Asian
populations. In Morocco a single retrospective study has been conducted.

Methods:

We conducted a retrospective study that included 10 patients treated for
metastatic lung cancer at the medical oncology department of CHU Hassan Il of
Fez, these patients underwent a screening for EGFR mutations. A descriptive study
of this sample was performed. The obtained results were compared with similar
studies.

Results:

Ten patients were included in our study, with a sex ratio of 2/3, the mean
age was 56.6 = 10.21 years [41-81], 60% of our sample reported a history of
smoking, all were men.

All the cases studied had a grade IV adenocarcinoma.

the frequency of the mutation was 30%, found exclusively in females and in
non-smokers, 33.3% of the mutations were located in exon 21 (L858R mutation),
66.6% of the mutations were located in exon 19.

Nine (90%) patients in our sample received special treatment, including one
case that received tyrosine kinase inhibitors for first-line treatment, Response to
treatment was similar in both groups.

No statistically significant difference was found regarding survival in both

groups.

Mme.LYAGOUBI AMINA 84



Mutation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) dans le cancer bronchique métastatique Thése N° 102 /15

Conclusion

The EGFR mutation seems to be more common among women and among
non-smokers, mutations located in exon 19 are more common than mutations
located in exon 21.

The Moroccan population has a rate of EGFR mutations that lies between

that of Asians and that of Caucasians.
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