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INTRODUCTION

Dans le monde, prés de 930000 nouveaux cas de cancers gastriques sont
diagnostiqués par an soit 8,4% de I’ensemble des cancers [1]. Son pronostic est
mauvais, il représente a I’échelle mondial la 2¢me cause de mortalité par cancer avec
pres de 7000 déces / an. En France, on estime a 4 576 le nombre de déces en 2005,
en faisant la 9e cause de déces par cancer chez I’lhomme et la femme [1].

Les formes potentiellement curatives, c’est-a-dire accessibles a un traitement
chirurgical, ne représentent que moins de la moitié des cas au diagnostic. De plus,
malgré un traitement chirurgical a visée curative, beaucoup de patients sont exposés
a une récidive métastatique nonobstant les progrés apportés par les traitements
complémentaires péri- ou postopératoires. Ainsi les formes métastatiques restent
encore majoritaires [1]. Selon le registre des cancers de RABAT, 56,6% des cancer
gastriques sont diagnostiqués en stade IV (métastatique). Leur pronostic est
marqué par une meédiane de survie spontanée de I’ordre de 3 & 6 mois.

Actuellement, apres le cancer de sein, la thérapie ciblée par ’'HERCEPTINE fait
désormais partie de I’arsenal thérapeutique utilisé dans le traitement de cancer
gastrique et de de JOG métastatique surexprimant la protéine HERZ2.il a fait preuve
d’efficacité en matiére de survie globale.

Au Maroc, I’'Herceptine fait partie du protocole thérapeutique des malades
souffrant de cancer gastrique ou de la JOG métastatique. Vue le colt élevé et le
niveau socio-économique bas des malades, la plupart d’entre eux n’ont pas pu
bénéficier du traitement.

L’objectif de de notre travail est d’établir la prévalence de I’expression de
récepteur HER2 dans le cancer gastrique et de la JOG dans le contexte marocain afin
de sélectionner les patients pour le traitement par I’ Herceptine et d’étudier la
corrélation entre la surexpression de HER2 et les paramétres cliniques et

histologiques.



GENERALITES

Le cancer de I’estomac constitue une affection préoccupante par sa fréquence
et sa gravité. Des progrés récents ont permis d’éclaircir I’éthiopathogénie des
cancers gastriques en confirmant la relation avec I’Hélicobacter Pylori.

Le diagnostic de cancer gastrique et de la JOG repose sur I’endoscopie
digestive haute, mais il est souvent tardif en raison d’une longue phase
asymptomatique ou de I’existence de symptémes peu spécifiques digestifs et extra-
digestifs. Le recours aux examens radiologiques a beaucoup d’intérét dans le cadre
du bilan d’extension et dans I’orientation thérapeutique.

Le diagnostic de certitude est basé sur I’étude anatomopathologique de
préléevement tumoral. Le type histologique le plus fréquent des tumeurs gastriques
ou de la JOG est I'adénocarcinome selon la classification OMS 2010. Il représente
90% des cancers de I’estomac [2] et fera I’objet de notre étude.

Les tumeurs de la jonction cesogastrique sont considérées comme des cancers
de I'cesophage sauf si leur épicentre est dans I'estomac a plus de 5 cm de la jonction
cesogastrique ou si I'épicentre est gastrique a moins de 5 cm de la JOG mais sans

extension cesophagienne.



-5 cm

Type |

Type Il — A p‘f"“‘

Type Il E

Figure 1 :représentation schématique de la classification de swieret.[3]

La classification de swieret est la classification le plus communément admise :[3,4]
@ Type 1 : centre tumoral situé entre 1 et 5 cm au-dessus de la ligne Z*, cette
entité correspond aux adénocarcinomes du bas cesophage.
@ Type 2 : centre tumoral entre 1 cm au-dessus et 2 cm au-dessous de la ligne
Z, cette entité correspond aux adénocarcinomes du cardia vrai.
@ Type 3 : centre tumorale entre 2 et 5 cm au-dessous de la ligne Z, cette entité
correspond au cancer sous cardial de I’estomac.

La ligne de Z étant la jonction oeso-gastrique endoscopique et histologique.



Le traitement a visée curatif s’applique pour les formes précoces et repose sur la
chirurgie associée plus ou moins a la chimio-radiothérapie.
Le traitement palliatif s’adresse aux formes avancées et il est basé sur :

1. La chimiothérapie : les adénocarcinomes gastriques sont relativement
chimio-sensibles mais les réponses sont de courte durée. Malgré de
nombreux essais, les progres de la chimiothérapie au stade métastatique
sont modestes, la survie médiane ne dépassant pas 12 mois. Néanmoins, il a
été démontré que la chimiothérapie prolongeait la survie des patients

d’environ 6 mois par rapport aux soins palliatifs. [5, 6,7]

2. La radiothérapie : Elle a pour but d'améliorer le contrdle local et régional de

la maladie.

3. La chirurgie : La gastrectomie peut étre discutée au cas par cas, en situation
métastatique, a visée symptomatique (hémorragie, sténose, perforation,
douleurs incontrolables, etc.) en tenant compte des alternatives
endoscopiques ou radiologiques interventionnelles [8].En situation non

symptomatique, la gastrectomie n’est pas recommandée. [9]

4. La thérapie ciblée : Plusieurs thérapies ciblées sont développées dans le
cancer de l’estomac, essentiellement dans les stades avancés. Plusieurs
essais randomisés sont en cours et trois d’entre eux sont déja publiés
(Tableau) [9]. Le seul essai de phase Il positif a ce jour est I’essai TOGA avec

I’Herceptine ciblant HER2. [10]



Actuellement, I’Herceptine fait désormais partie de I’'arsenal thérapeutique utilisé en
cas d’adénocarcinome de I’estomac et de la JOG surexprimant le récepteur HER2, a
un stade localement avancé et/ou métastatique et qui a fait preuve d’efficacité en

matiére de survie globale des patients.

Tableau 1 : Principaux essais de phase Il évaluant une thérapie ciblée en 1re ligne

[1]

Cible Molécule Essai phase Ligne Résultats
Métalloprotéases | Marimastat Brambhall 1] 1re ou 2¢ | NEGATIF
HER2 Trastuzumab | TOGA 11l 1re POSITIF
VEGF Bevacizumab | AVAGAST | Il qre NEGATIF

Cetuximab EXPAND 1]l 1re EN COUR
EGRF
Panitumumab | REAL-3 1l qre EN COUR

Mécanisme de la carcinogénese du cancer gastrigue :

Depuis 1970, le cancer gastrique est connu comme I’étape finale de la gastrite
chronique avec une évolution successive vers I'atrophie gastrique, la dysplasie et le
cancer [11]. L’essentiel de la gastrite chronique est dd a I’infection par H. pylori, la
gastrite auto-immune étant moins fréquente [12]. Le mécanisme par lequel H. pylori
agit dans la carcinogénése gastrique pourrait faire impliquer :

@ Une accélération du renouvellement des cellules épithéliales qui augmente le
risque d’altération d’ADN.

@ Effet direct des métabolites bactérien sur la muqueuse gastrique.

@ Effet des produits endogenes de I'inflammation pouvant étre a I’'origine des

mutations intervenant dans la transformation maligne des cellules. [13]
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Figure 2 : cascade d’anomalie gastrique conduisant au cancer [11]

Toutefois, moins de 1 % des patients infectés par H. pylori développeront un
cancer gastrique [12]. L’infection & H. pylori n’est donc pas suffisante a elle seule

pour induire un cancer, mais elle intervient a un stade précoce de la cancérogenese,

associée a d’autres facteurs de risque.

‘Facleurs de I'hote / réponse inflammatoire (+) et (-)

Gastrite = Atrophie = Métaplasie intestinale

E| Environnement:
EI (+): sel, carcinogénes
(-): anti-oxydants
H. pylori
liot de

pathogénicité cag

Dysplasie = Cancer

Fig. 5 — Physiopathologie du cancer gastrique: séquence gastrite-
adénocarcinome de type intestinal. (+): facteur favorisant, (-) :
facteur diminuant le risque.

Physiopathology of gasiric cancer: the pastritis-iniesiinal type
adenocarcinoma Sequence.

Figure 3 : mécanisme d’action de H. pylori. [102]



Ainsi des altérations génétiques d’oncogene et de génes suppresseurs ont été
bien identifiées. Les principales modifications décrites sont les amplifications et les

mutations ponctuelles.

DELETIONOU REARRANGEMENT
AMPLIFICATION
MUTATION GENIQUE CHROMOSOMIQUE
PONCTUELLE translocations
I | i I
ADK
— IS B I E——
aRN
Protéine normale Protéine d
rotéine de
Protéine hyperactive » ) produite en fusion
produite en guantité Pmteme. f\ormate prodL'nte quantité trés N ston
normale en quantité trés augmentée augmentée par fa yperactive

ou hyper-

proximite d'un N
transcrite

enhancer fort

Exemple Exemple Exemple
ras
erb B c-erbB  Keras comyb  camyc ber/abl myc
v HER2 Y y / y

Figure 4 : mécanismes d’activation des proto-oncogénes en oncogenes.[103]

La mutation du gene Ki-ras et I'augmentation de I’expression de la protéine
p21 ras sont relativement fréquentes. Parmi les autres altérations génétiques
citons les altérations des génes p21 et p27 [14,15,16],les altérations des génes
codant pour différents facteurs de croissances (HGF, FGF, EGF) et pour leurs
récepteurs (TGFB-RII, HER)[17,18]. Ce dernier a fait I’objet de plusieurs études de
recherche pour comprendre le mécanisme de son action et aussi pour s’en servir

comme cible thérapeutique.

Biologie moléculaire, cellulaire et structurale du récepteur her2.

Le récepteur HER2 fait partie d’'une famille de 4 récepteurs membranaires
ubiquitaires appelés erbB ou HER (HER1l, HER2, HER3, HER4)) du facteur de
croissance EGF qui est impliqué dans le développement et le fonctionnement normal
de différents organes. C’est le premier récepteur tyrosine kinase caractérisé et cloné
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et la forte homologie avec un oncogéne viral (v erbB) en fait aussi I’'un des premiers

proto oncogene ou oncogéne caractérisé et cloné. [19,20]
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Figure 5 : différent facteur de croissance et leurs récepteurs

membranaires.[103]

A. Structure du récepteur HER?2 :

L’HER2 est un récepteur de 185kDa, codé par le proto-oncogéene neu (autre
dénomination possible du récepteur : HER2/neu) situé sur le chromosome 17qg21.

[19, 21, 22]

Cytogenetic ideogram

1.2 ~CEN-17
21.1

1.2 i

2ka ' HER2 —

22

23

24

25

carcomina cell showing

Chromosome 17 amphfication of the HERZ2 gene

Figure 6 : localisation du récepteur her2 sur le chromosome 17.[104]
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L’HER2 a été identifié la premiére fois en 1981 [21] et c’est en 1987 que
Slamon et al ont décrit la premiére fois son importance biologique dans le cancer du
sein. [23] Le récepteur HER2 est composé d’une région extracellulaire liant le
ligand, une région transmembranaire et une troisieme intracytoplasmique
possédant une activité tyrosine kinase [19].

*le domaine extracellulaire : elle est composé de 4 sous domaines (de |
a V) répétés deux a deux et se succeédant en alternance. [24,25]

*le domaine transmembranaire : composé d’une courte séquence
d’acides aminés (23, 24 AA) caractérisés par leur tres grande hydrophobie.

*le domaine Inta-cytoplasmique : composé d’une région juxta
membranaire dont le role n’est pas entierement élucidé, un domaine a activité
tyrosine kinase et un domaine C terminal riche en site de phosphorylation tres
important pour la conduction du signal. [26,27]

La région extracellulaire de I’ERBB2 est différente des autres. L’ERBB2 a une
conformation fixe qui ressemble a I'état activé par le ligand. En outre, cette structure
rend la liaison au ligand impossible parce que I'emplacement n’est pas accessible

pour l'interaction. [28]
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Figure 7 : Structure schématique des récepteurs de la famille ErbB. [31]

B. Mécanisme d’activation :

En I’'absence de ligand, ces récepteurs existent majoritairement sous forme de
monomere inactif. La fixation d’un ligand va entrainer la formation des dimeres
(homodimére ou hétérodimeére), les dimeres les plus actifs sont ceux qui
comprennent HER2 qui, bien que ne possede pas de de ligand, va étre activé lors de
son association a un autre récepteur de la famille HER. Cette dimérisation induit
I’activation de I’activité tyrosine kinase qui se traduit par une phosphorylation de
résidus tyrosine présent sur les récepteurs eux méme (autophosphorylation), Le
récepteur est alors internalisé puis dégradé. [19, 28, 29]

Deux grandes voies de transduction du signal sont activées : la voie de MAP

kinase et la voie MAPK-indépendante p70/p85S6K qui est couplée au PI3K. [29]

12



Ces voies de signalisation conduisent a I’activation de protéines impliquées dans la
prolifération cellulaire, I'angiogenése, la migration cellulaire, la différentiation

cellulaire ou bien encore dans la survie cellulaire.[19]

0OV

Figure 8 : Mécanismes d’activation et de signalisation des récepteurs ErbB.[31]

C. Rb6le physiologique :

Au niveau cellulaire, les voies de signalisation activées par les récepteurs HER
participent a la prolifération, la migration et la différentiation de plusieurs types
cellulaires. lls ont aussi un effet anti-apoptotique. lls sont présent dans différents
organes y compris le cceur (her2), le systeme nerveux, les glandes mammaires ainsi
que des épithéliums en générale [27,30]. Cela peut expliquer les effets indésirables

des thérapies ciblant ces récepteurs.

D. oncogene cellulaire

Les récepteurs ErbB ont été les premiers récepteurs membranaires
clairement impliqués dans la genése de beaucoup de cancers notamment les

tumeurs solides par différents mécanismes [31]. Les altérations observées sont des

13



mutations, des surexpressions avec ou sans amplification du géne ou une

stimulation anormale par leur ligand [26, 32]. L’'implication d’ErbB2 ou HER2 dans la

cancérogénese est le fait de sa surexpression souvent due a une amplification

génique telle que décrit dans le cancer de sein, estomac.[31]

HER-2 Gene Amplification
in Breast Cancer

Chromosome 17

* : [normal)
el

HER-Z gene
amplification, 20-
*ﬁ, 30% of breast

t‘mﬁﬁ_ _. . cancer patients

Increased expression
of HER-2 mRNA

Increased expression of HER-2 protein

Signals cells to
proliferate, tumors
more aggressive

Figure 9 : surexpression du récepteur HER2 due a une amplification génique.
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MATERIEL ET METHODE :

1. Type et population étudiée :

Il s’agit d’'une étude prospective débutée en janvier 2011 jusqu’au décembre
2012, menée au sein du laboratoire d’anatomopathologique de I'institut nationale
d’oncologie et le service d’anatomopathologie ibn Sina de RABAT.

Notre étude inclut les patients ayant un adénocarcinome gastrique ou de la
jonction cesogastrique colligés au sein du laboratoire d’anatomopathologique de
I’hépital IBN Sina et de I'INO et n’ayant pas recu de traitement antérieur. Tous nos

malades étaient en stade avancé métastatique stade IV.

2. Recueil des données :

Les données sont recueillies d’une facon prospective sur une période de 2 ans,
du janvier 2011 au décembre 2012, a partir :
@ Des dossiers cliniques des patients contenant les observations cliniques, les
bilans radiologiques et biologiques.
@ Les comptes rendus anatomopathologiques rédigés par les
anatomopathologistes du laboratoire IBN SINA et de I'INO.

@ Lettres de liaisons adressées par les médecins du secteur prive et public.

Une fiche d’exploitations est établie pour chaque patient, précisant les
données épidémiologiques, radiologiques, anatomopathologiques, thérapeutiques et
évolutifs.

L’affichage des données en vue de traitement a été réalisé sur tableau Excel.

15



3. Déroulement de I’étude :

Dans notre travail, la majorité des biopsies et des piéces opératoires ont été lu
et étudié au sein de service d’anatomopathologique de [I’hépital IBN SINA
d’Avicenne, 2 cas ont été lus au laboratoire de I'INO, dont une biopsie et une piece
opératoire. Le tableau ci-dessous résume la répartition des patients selon les

services.

Tableau 2 : répartition des malades en fonction des services

Service Nombre de cas
Laboratoire IBN SINA 28 cas
Laboratoire de I’INO 2 cas

Une demande de la recherche de la surexpression du récepteur HER2 est
établie pour chaque patient et la réalisation de I’herceptest était faite au laboratoire

d’anatomopathologique de I'INO par immunohistochimie.

4. Détermination du statut HER2 :

a) Etape macroscopique

@ Le prélevement :
Notre étude a porté sur 13 piéces opératoires, 6 piéces de gastrectomie totale

et 7 pieces de gastrectomie partielle et 17 biopsies.

Tableau 3 : les différents types de prélevement.

Prélévement Biopsies Gastrectomie Gastrectomie
totale partielle
Nombre de cas 17 6 7

16



§ Les biopsies : Les fragments sont mesurés et examinés en totalité.

§ Les pieces opératoires :
la piece est mesurée dans les 3 axes, pesée et ancrée. repérage
et description de la tumeur (siege, mesure, aspect
macroscopique).
des prélevements de la tumeur et de tissu sain en coupe de 2 a
3 mm ont été réalisés.
Préparation des échantillons :

§ Fixation : fixation de tous les prélévements au formol tamponné a 10 %

§ Déshydratation :

L’échantillon tissulaire est fixé, puis progressivement déshydraté par passages
successifs dans des solutions alcooliques de plus en plus concentrées jusqu’a ce
que toute l'eau (des tissus et du milieu de fixation) ait été soustraite et que
I’échantillon soit totalement imprégné d’alcool absolu.

§ Inclusion en paraffine chauffée :
L’échantillon est alors immergé dans de la paraffine chauffée a une température
dépassant juste son point de fusion, puisque celle-ci est solide a température
ambiante.

§ Refroidissement :
Une fois I’échantillon bien imprégné, on le laisse refroidir dans un moule rempli de
paraffine qui se solidifie.

§ Réalisation de coupes :

En se refroidissant, le fragment, imbibé de paraffine, se trouve inclus dans un
bloc solide a partir duquel, grace a un microtome comportant un rasoir, des coupes

de 5 microns d’épaisseur sont obtenues.

17



§ Réhydratation :
Une fois les plans de coupe réalisés, ils sont déposés sur une lame de verre et
paraffine est dissoute par un solvant organique avant un temps de réhydratation par
des solutions alcooliques de plus en plus diluées. Quand la réhydratation est

achevée, les coupes sont colorées par HES.

b) Etape microscopique :

Les cas de notre étude ont été classés selon la classification OMS 2010 qui
distinguent 4 types d’ADK :[33]

e L’adénocarcinome papillaire : il s’agit d’'un carcinome bien différencié

exophytique composé de longs doigts bordés par des cellules cubiques ou

cylindriques supportées par un centre fibrovasculaire du tissu conjonctif.

Figure 10 : adénocarcinome gastrique tubulopapillaire.[13]

e l'adénocarcinome tubulaire : il est composé de tubules dilatés et de

ramifications de diameétre variable.

18



e l'adénocarcinome mucineux (ou colloide muqueux ou mucoide), composé
de cellules épithéliales malignes qui apparaissent en petits groupes flottant

au sein de lacs de mucus.

e l'adénocarcinome peu cohésif ou a cellules indépendantes composé
principalement de cellules en bague a chaton caractérisées par une
centrale optiquement clair, gouttelette globoide de la mucine

cytoplasmique avec un noyau excentré.

Figure 11 : Adénocarcinome a cellules indépendantes en « bague a chaton »[13]

Figure 12: Coupe histologique montre une cellule en bague a chaton.[13]
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les adénocarcinomes mixtes : il englobe de discrétes formations tubulaire,
papillaire et des cellules en bague a chaton.
Pour chacun de ces types, le degré de différenciation est précisé : bien,

moyennement et peu différencié.

c) immunohistochimie :

Elle a était réalisée manuellement et a l'automate.20 cas par technique
manuelle utilisant le kit Herceptest avec I’anticorps A485 et 10 cas ont été fait par

le kit Pathway utilisant le clone 4B5 de Ventana.

Des lames de control contenant trois lignés cellulaires des notes d’intensité de
coloration de 0O, 1+, 3+ sont fournies pour valider les cycles de coloration. Les
résultats sont donnés en score selon les recommandations de Hoffman et al. (Voir

annexe 1)

5. Analyse statistique :

Toutes les variables étaient résumées par [I'utilisation des statistiques
descriptives. Les variables qualitatives sont présentées en terme de proportion et les
variables quantitatives en terme de moyenne, valeurs extréme et écart-type.

Dans un premier temps, une analyse descriptive était effectuée concernant :
Les caractéristiques épidémiologiques, siége de la lésion, le type histologique et le
potentiel métastatique.

La deuxiéme étape est une analyse unie variée dégageant la corrélation entre
le sexe, I'age, la localisation, le type histologique et le profil d’expression du

récepteur HER2.
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Pour chaque test statistique utilisé, le test était considéré comme significatif
lorsque p (degré de signification) était inférieur a 0,05.

L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel SPSS version 13.0 en
collaboration avec le laboratoire bio-statistique, de recherche clinique et

d’épidémiologie de la faculté de médecine de RABAT.
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RESULTATS

1. Etude descriptive :

Dans notre travail, nous présentons des résultats préliminaires de I’étude et ce

depuis janvier 2011 jusqu’au décembre

2012. Nous avons inclus durant cette

période 30 patients ayant un cancer gastrique ou d la JOG métastatiques. Les

résultats étaient comme suit :

a) L’age :

L’age de nos patients varie entre 24 et 76 ans avec une moyenne de 53,97 (+

14,6). 40% des cas avaient un age moins de 50 ans.

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

repartition des patients selon I'age

60%

40%

m répartition des patients selon
I'age

age 50 age 50

Figure 11 : répartition des malades selon I’age.
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b) Le sexe :

On note une prédominance masculine avec un sexe ratio H/F de 1,72. (19 hommes

et 11 femmes)

repartition selon le sexe

B homme

| femme

Figure 12 : répartition des malades selon le sexe
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c) Le siege de la lésion :

Dans notre travail, 27 de nos patients (90%) avaient une mono-localisation de

la tumeur.la localisation antrales et fundique sont les plus fréquentes (27%, 23,3%

respectivement).la localisation cesogastrique représente 23,3% des cas..

La répartition selon la localisation est bien détaillée dans la figure ci-dessous.

fundique et pylore
antropylorique
antro fundique
pylore

antre

corps

fundus

JOG

repartition selon la localisation

5 10 15 20 25 30
Figure 13 : répartition des malades selon la localisation
10% des cas avaient une double localisation.
Répartition selon la localisation : estomac/ JOG
localisation estomac/JOG
B estomas

HJOG

Figure 14 : répartition des malades selon la localisation : estomac/JOG
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d) Le type histologique :

Seul I’ADK fait I'objet de notre étude.13 cas soit 43,3% sont de type peu

différenciés en « bague a chaton ».

type histologique

B ADK a cellule
indépendante

H ADK :autres types

Cing des ADK non a cellules indépendantes sont bien différenciés soit 29,41%
sont moyennement différenciés (n=7), 3 sont peu différenciés et 2 ne sont pas

déterminés.

degré de différenciation des ADK

B ADK bien différencié
® ADK moyennement différencié
i ADK peu différencié

M casindéterminé

Figure 15 : degré de différenciation des ADK
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e) Les emboles vasculaires

Les emboles vasculaires tumorales étaient présents dans 10% des cas

présence d'emboles vasculaires

Houi

Enon

Figure 16 : présence des emboles vasculaires

f) L’infection a H. Pylori :

L’infection a H. Pylori figure chez 20% des malades (n=6). 16,4% sont hp

négatifs (n=5). Par contre la détermination de la présence de I'infection a H. Pylori

n’est pas pue se faire chez 19 malades soit 64,4%.

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

I'infection a I'Hp

i 'infectiona I'Hp

oui

non non déterminée

Figure 17 : I'infection a H. pylori
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g) L’expression du récepteur HER2 :

L’expression du récepteur HER2 a été recherchée chez tous les patients par
immunohistochimie. L’interprétation est établie selon la grille recommandée pour
évaluer I'intensité de marquage.

Trois de nos patient avaient un score positif (score 3+) soit 10%, 2 cas
équivogues avec un score 2+ soit 6,7%, 25 (83,3%) cas ayant un test négatif répartis

entre 1+ et O+.

expression du récepteur HER2
60%

60 -

40 -

30 - m expression du récepteur HER2

10 -

score 0+ score 1+ score 2+ score 3+

Figure 18 : pourcentage de I’expression de récepteur HER2 pour chaque score.

résultats de I'lHC

H cas positifs
M cas équivoques

i cas négatifs

Figure 19 : expression de récepteur HER2
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Le tableau ci-dessous montre nombre de cas pour chaque score, réparti en

fonction de la nature de prélevement.

Tableau 4 : répartition des différents scores en fonction de type de prélevement.

ScoreOetl Score 2 Score 3 Total
biopsie 13(76,4%) 2(11,8%) 2(11,8%) 17
piéce 12(92,3%) 0 1(7,7%) 13

100
90
80
70
60 mscoreQetl
50 mscore 2
40
30 score 3 mscore 3
20 score 2
10
0 scoreOetl
biopsie

Figure 20 : répartition des résultats de | IHC en fonction de prélevement.
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h) Stade TNM : (voir annexe 3 )

Tous nos malades étaient en stade métastatique (M1), les parametres T et N

ont été identifié pour les malades opérés selon la classification TNM 2009. Ainsi on

avait pour :
T1:1 cas. NO :3 cas
T2 : 2 cas N1:2cas
T3 :6 cas N2 :5 cas
T4 : 3 cas N3 :3cas

Le paramétre T n’est pas identifié chez un seul malade.

le parameétre T

mTl
mT2
ET3
T4
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le paramétre N

ENO
N1
B N2
B N3

i) Potentiel métastatique :

Tous nos malades étaient en stade avancé meétastatique, I’envahissement

tumoral intéressait

les sites pulmonaire, hépatique et ganglionnaire dans 36,6%,

péritonéale dans 43,3%, on note aussi 2 cas d’envahissement osseux, un cas de

métastase au niveau de la peau et un cas de krukenberg.

potentiel métastatique

TOO 70

45,00% -
40,00% 3
35,00% -
30,00% -
25,00% -
20,00% -
15,00% -
10,00% - 2 20
5,00% - :
0,00% . . . . : : : .

% 36.7% 36,7%

15,070

m potentiel métastatique

Figure 21 : différents sites de métastases chez nos malades.
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j) La conduite thérapeutigue :

Le traitement de nos malades est basé sur la chirurgie et la chimiothérapie. 17

de nos malades étaient inopérables et ont recu une chimiothérapie palliative. Les

autres cas ont bénéficié d’une gastrectomie totale (n=6) ou une gastrectomie

partielle (n=7).

traitement

&

® chimiothérapie seule

M gastrectomie totale +
chimiothérapie

E gastrectomie partielle+
chimiothérapie

Figure 22 : conduite thérapeutique chez nos malades

L’évolution a 6 mois est marquée par le déces dans 30% et une progression

de la maladie dans 11,1%.20% (n=6) ont été perdu de vue (PDV).

évolution a 6 mois

30%

30,00%
30,00%

20,00%
10,00%
0,00%

m évolution a 6 mois

Figue 23 : évolution a 6 mois de nos malades.

31



2. Etude analvytiqgue :

L’analyse uni-variée entre I’expression du récepteur HER 2 et les autres

parameétres est trés limitée par le nombre insuffisant de nos malades.

a) L’age :

Nous avons subdivisé nos malades en deux groupes : un groupe contenant les
malades dont I’Age est moins de 50 ans et un deuxieme avec les malades de plus
de 50 ans. L’age moyen chez les patients exprimant le récepteur HER2 est de 50,66
ans alors gu’il est de 56,08 chez les patients qui ne I’expriment pas.

On a constaté que 66,7 % des patients qui expriment HER 2 avaient un age
moins de 50 ans et 64 % des cas qui ne I’expriment pas avaient un age supérieur a
50 ans.

L’étude de la corrélation entre I’age et I’expression n’est pas significative avec un

p=0.233

Tableau 5: Corrélation entre I’age et le profil d’expression de HER2

ScoreOetl Score 2 Score 3
Age <50 9 (36%) 1 (50%) 2 (66,7%)
Age >50 16 (64%) 1 (50%) 1(33,3%)
totale 25 2 3




80%

70%

64%

60%

50% -
mscoreOetl
40% -
M score 2

30% - W score 3
20% -

10% -

0% -
age 50ans

age 50ans

Figure 13: répartition des scores obtenus par IHC en fonction des tranches d’age.

b) Le sexe :

On note une prédominance masculine pour la positivité de I’expression de
her2 mais la corrélation entre le sexe et I’expression de HER2 ne trouve pas de lien
entre eux avec un (p=0,702).

Corrélation entre le sexe et I’expression de her2

Tableau 6: Corrélation entre le sexe et I’expression de HER2

ScoreOetl Score 2 Score 3

Homme 16(64%) 1(50%) 2(66,7%)

femme 9(36%) 1(50%) 1(33,3%)
total 25 2 3




70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

5 0,
| 362 . mscoreQOetl
mscore 2
T mscore 3
femme

Figure 14:

c) Le siege tumoral

répartition des scores obtenus par IHC en fonction de sexe des malades.

On note une prédominance de la localisation gastrique pour les patients ayant

un score 3+ et aussi pour les cas qui sont négatifs pour le test, quand aux cas

équivoques ils sont tous au niveau de la JOG. Le tableau et le diagramme représente

le pourcentage de chaque score au niveau de chaque localisation.

Tableau 7: répartition de chaque score en fonction de la localisation tumorale.

ScoreOetl Score 2 Score 3
Estomac 21(84%) 0 2(66,7%)
JOG 4(16%) 2(100%) 1(33,3%)
total 25 2 3
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100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

1007

849

mscoreletO

mscore 2

mscore 3

0%

estomac JOG

Figure 15: répartition des scores en fonction de siége tumoral.

Si on subdivise notre échantillon en deux : un groupe qui n’exprime pas le

récepteur HER2( O et 1+) et un groupe qui I’exprime(2+ et 3+), le diagramme sera

comme suit :

90% -

80% -

70% -

60% -

50% - mscoreOetl

40% - mscore2et3

30% -

20% -

10% -

0% . .

estomac JOG
Figure 16 : répartition des scores ( O et 1/ 2 et 3) en fonction de siege

tumoral.
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On note que le récepteur HER2 est plus exprimé au niveau de la JOG que dans
I’estomac. Le calcul de I'indice p est a 0,068. Il n’est pas significatif donc il n’y a pas

de corrélation entre le siege et I’expression du récepteur HER2.

d) le type histologique et I’expression du HER2 :

les cas ayant un score 3+ (soit 66,7%) et les 2 cas équivoques ont un ADK peu

différencié non a cellules indépendantes par contre, on n’a pas trouvé de lien

significatif entre le type histologique et I’expression du récepteur HER2. (p=0,261)

Tableau 8: répartition de chaque score en fonction de type histologique.

Cellule indépendante ScoreOetl Score 2 Score 3
oui 12 (48%) 0 1 (33,3%)
non 13(52%) 2 (100%) 2 (66,7%)

25 2 3

100%

90%

80% e .

70% - 35,50%

60% 48% \ 5005 | mscoreOetl

50% -

40% mscore 2

30% b score 3 score 3

20% score 2

10%

0,
0% : scoreQOetl
ADK a cellule
indépendante  ADK nona cellules
indépendante

Figure 17: répartition des scores en fonction de type histologique.
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e) les emboles vasculaires :

Aucun de nos malades qui expriment HER2 présente des emboles vasculaires.

Corrélation entre les emboles vasculaire et HER2 n’est pas significative. (p=0,720)

Tableau 9: répartition de chaque score en fonction de la présence d’embole

vasculaire.

Emboles vasculaire

ScoreOetl

Score 2

Score 3

Totale

présence

3(12%)

0]

0]

3

absence

22 (88%)

2(100%)

3 (100%)

27

25

2 3

100
90
80
70
60
50
40

30 score 3 mscore 3
20

score 2
10

mscoreOetl

mscore 2

scoreQetl
préssence

d'embole

absenced'embole

Figure 18: répartition des scores en fonction de la présence d’emboles vasculaire.
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f) le potentiel métastatique :

Dans notre travail, 66,6% des patients qui expriment le récepteur HER2 ont
des métastases péritonéales contre 44% pour ceux qui ne I’expriment pas.
Néanmoins, il n’y pas de relation significative entre le potentiel métastatique et le

profil HER2. (p=0,63)

90

80

80 -

60 -

50 -

4000% mscoreOetl
3330%

H score 2

30 - M score 3

20 -

métastase métastase métastase métastase métastase
pleurales hépatique ganglionnaire péritonéale  pulmonaire

Figure 19: répartition des différents sites de métastases en fonction de différents

scores.
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g) Evolution aprés 6 mois :

Ce diagramme représente I’évolution de nos patient aprés 6 mois, la plupart
de nos malades n=26 ont recu la chimiothérapie palliative, 3 ont présenté une
intolérance avec des complications suite a leur premiére cure et ont arrété, les 3
derniers sont en cour de traitement. pour les malades ayant score 3+, ils n’ont pas
recu I’Herceptine vue le manque de moyens.

L’évolution est marquée par le décés dans 33,3% pour les cas HER2 positif et

pour les deux malades équivoques pour le test.

120
100
100
80
mscoreletl
60
mscore 2
score 3

40

nNnN._nN
33,3

36
24
8
00 00 0
RP PDV

encour

20

déces progression

Figure 20: évolution aprés 6 mois en fonction des différents scores.
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DISCUSSION

|. Etude épidémioloqgigues :

Le cancer de I’estomac reste au niveau mondial le deuxiéme cancer par chiffre
de mortalité, il est grevé d’un mauvais pronostic avec une moyenne de survie de 10
a 11 mois.[34,35,36]

En France, le cancer gastrique se situe au 5éme rang des cancers, le
deuxiéeme rang des cancers digestifs aprés le cancer colorectal avec environ 7000
nouveaux cas et 5000 déces par an. L’age moyen de survenue est de 70 ans avec
une prédominance masculine (sex-ratio :2,5).[37]

Au Maroc, il représente aussi le deuxiéme cancer du tube digestif aussi bien
chez I’lhomme que chez la femme. Son incidence a augmenté de 3,6 en 2005 a 4,6
en 2007.’'age moyen chez I’homme est de 58,6 ans et chez la femme 55,5 ans.
(Registre des cancers de CASA).[38]

Il représente le cancer le plus fréquent a RABAT aussi bien chez ’lhomme que
chez la femme avec une moyenne d’age plus élevée chez I’homme (61,8 ans) et un
peu plus basse pour la femme (51,4 ans). Il touche plus les hommes que les
femmes. (Registre des cancers RABAT)[39].

En Tunisie, selon une étude publiée en 2012, I’dge moyen des patients est de
58,8 ans avec des extrémes allant de 18 a 94 ans. Le sexe ratio est de 1,72.[40]

Dans notre étude, I’age moyen de nos patients est de 53,97ans (56,10 ans
pour I’lhomme et 50,27 ans pour la femme) une valeur qui a tendance a baisser par
rapport a I’dge moyen décrit ci-dessus et dans la littérature.la prédominance

masculine est constante dans toutes les séries.
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Tableau : montrant I’&ge moyen et le

différentes séries.

sexe ratio de I’ADK gastrique des

Tableau 10: montrant I’age moyen et le sexe ratio de I’ADK gastrique des

différentes séries.

age moyen Age moyen Age moyen Sexe ratio
(ans) chez chez la H/F
I’lhomme femme (ans)
(ans)

Maroc 56,6 61,8 51,4 2
France 70 2,5
Etude Fés 52 - - 3,2
Etude Tunisie 58,8 - - 1,04
Notre série 53,97 56,10 50,27 1,72

Il. Etude anatomopathologique du récepteur HER?2 :

A. Technique d’étude :

1) Type de prélévement :

La détection du marqueur her2 est acceptable sur les biopsies de la tumeur
primitive ou des métastases et les pieces opératoires [41,42]. Dans ce dernier cas le
bloc utilisé doit étre représentatif de la tumeur. Dans le cas de biopsie, 5 a 8
biopsies sont recommandées de maniéere a agrandir la représentativité de la tumeur
(recommandations du Thésaurus national de cancérologie digestive [43]) « cing a
huit biopsies doivent étre réalisées et atteindre autant que possible la sous-
mugqueuse ; dans la forme linitique, il est utile de réaliser soit des biopsies multiples
profondes au méme endroit, soit une macrobiopsie a I’anse diathermique ».

L’utilisation de micro puces de tissus n’est pas recommandée en raison de
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I’hétérogénéité de I'expression de marqueur her2 et de son amplification dans ce
type de tumeur. [44]

Dans notre travail, 80% de surface des blocs des piéces opératoires est
représentée par la tumeur. En revanche, on avait quelques insuffisances pour les
biopsies vue que, souvent, sont de petite taille. 2 cas ont été exclus pour lesquels le
mateériel était épuisé.

2) _Principes techniques :

@ La fixation :

Elle permet la conservation morphologique des structures cellulaires, c’est un
prérequis indispensable a I’obtention des tests IHC et HIS fiables.

Les recommandations internationales préconisent une fixation au formol 10 %
tamponné de 24-48 heures pour les pieces opératoires et de six a huit heures pour
les biopsies [45, 46, 47].

Pour assurer une pénétration optimale du fixateur, il est nécessaire de fixer
les échantillons le plus rapidement possible soit moins d’une heure apres le
preélevement [48].le liquide de Bouin est a proscrire car il empéche tout recours a
une technique d’IHS.[49]

Dans notre étude, et comme dans I’étude TOGA, nos échantillons ont été fixé
conformément aux recommandations internationales (ASCO/CAP, UK, Canada) au
formol 10% tampon phosphate PH neutre durant 24 a 48 heures pour les pieces
opératoires et durant 6 a 8 heures pour les biopsies.

@ L’inclusion en paraffine :

Les prélevements ayant achevé leur fixation sont déposés dans des cassettes
en plastique pour déshydratation par passage dans des alcools. L’alcool est éliminé
par des solvants (xyléne) puis la paraffine liquide a 56° impregne les tissus et est

refroidie.la température de la paraffine ne doit pas excéder a 60°, idéalement a 56-
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57°C [50]. Une fois fixé, les échantillons peuvent étre conservés plusieurs années a
une température ne dépassant pas 27°C. [51, 52]
@ La coupe du bloc de paraffine au microtome :

Les coupes doivent étre faites dans une région représentative de la tumeur en
s’appuyant sur la coloration a I’lhématoxyline / éosine (H&E) ou a I’hémalun / Eosine
/ safran (HES). L’épaisseur standard de la coupe devrait étre entre 3 et 4 um selon le
tissu.

Les sections doivent étre montées sur lame ayant de bonne qualité d’adhésion
et séchées adéquatement. Aprés section, étalement, on peut avoir une diminution
de la sensibilité avec le temps [53]. C’est pour cette raison gu’il est recommandé de
préparer les lames extemporanément pour la technique IHC ou au maximum 2

semaines a I’avance.[50].

B. Détermination du statut HER2

Les deux méthodes recommandées actuellement sont I'IHC et I'HIS, sur
coupes fixées et incluses en paraffine. Ces deux techniques présentent une grande
spécificité puisqu’elles permettent une visualisation directe du signal recherché au
niveau des cellules carcinomateuses.

La technique d’IHC est suffisante pour déterminer le statut HER2 des tumeurs
dans environ 90 % des cas [50]. Seuls les cas ambigus sont actuellement vérifiés par
une technique d’HIS. Comme [I'IHC, les techniques d’HIS colorimétriques
chromogéniques ou argentiques (BrISH pour Brightfield in situ hybridization)
permettent un bon contréle morphologique du tissu. Néanmoins, la technique d’HIS
la plus évaluée par rapport a la réponse a I’Herceptine reste la technique de FISH
[50].

Dans notre travail, la recherche du profil HER2 est faite seulement par IHC et

elle était suffisante dans 94%( 28 cas), seul 2 cas étaient ambigus. Par faute de
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moyen, les technique d’HIS ne sont pas réalisées. Pour la série faite au laboratoire
d’anatomopathologie de CHU de Fes, IHC était concluante pour 83% des cas, 16,1%
nécessitent le recours au technique HIS. Dans I'’étude TOGA, elle était suffisante

pour 88%, 388 cas parmi 3280 étaient ambigus.

Tableau 11: reproductivité de la technique IHC dans différentes études.

étude Nombre de cas Nombre de cas IHC suffisante
score 2+
(ambigus)
TOGA 3280 288 88%
FES 31 5 83%
Notre étude 30 2 94%

A la lumiére de ce tableau, on rejoint les recommandations pour la pratique
de test HER2 dans le cancer gastrique eu de la JOG métastatique qui préconisent
I'IHC comme un test initial. Les cas ambigus seront confirmés par les techniques
d’HIS.

1) Immunohistochimie

a) Principe :

C’est une technique qui permet [Iidentification *“in situ”, sur coupe
histologique, d’un antigéne cellulaire ou tissulaire. Cette technique est basée sur
une réaction spécifique antigene-anticorps utilisant des anticorps mono ou
polyclonaux conjugués a une substance fluorescente ou a une enzyme qui réagit
avec son substrat en donnant une coloration facile a voir au microscope optique en
lumiere blanche ou ultra-violette.

Elle est reconnue comme la technique de référence pour déterminer le statut
de HER2 dans les cancers du sein et actuellement dans le cancer gastrique ou de la

JOG métastatique. La mise en évidence de HER2 est un peu différente de
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I'immunohistochimie courante : il s’agit ici de mettre en évidence une surexpression

et non une expression basale puisque a [I’état normal, on trouve environ 10 000

récepteurs a la surface cellulaire et jusqu’a 100 fois plus en cas de surexpression.

b) Outils de I'lHC : 2 possibilités

Les kits standardisés

Deux kits standardisés, sont largement répandus et utilisés. Le premier
commercialisé a été le kit Herceptest® commercialisé par Dako (Glostrup,
Danemark), utilisant I’anticorps (AC) polyclonal A485, puis le kit Pathway® utilisant
le clone 4B5 commercialisé par Ventana-Roche (Tucson, AZ, Etats-Unis). L’étude

ToGA a été réalisée avec le kit Herceptest®.

Tableau 12 : trousses commerciales disponibles pour la détection du marqueur

HER2 par IHC.

Tableau 1. Trousses commerciales disponibles pour la détection du marqueur HER2 par IHC.

Détection par IHC

Trouse Compagnie Anticorps
Ventana™ PATHWAY HER-2/neu e 4B5
Diagnostics
Herceptest™ Dako AD485

= Les anticorps

Plusieurs anticorps spécifiques anti-HER2 sont également disponibles. Les
plus utilisés sont I’AC monoclonal NCL-CB11 (Novocastra, Newcastle upon Tyne,
Royaume-Uni), I’AC monoclonal SP3 (Microm, Lyon, France), I’AC monoclonal 4B5
(Ventana-Roche) et I’AC poly clonal A485 (Dako), tous dirigés contre la partie
intracytoplasmique de la protéine HER2. L’AC Tab250 (Invitrogen, Carlsbad, CA,

Etats-Unis) reconnait le domaine extracellulaire de HER2.
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Notre série, comme dans I'étude TOGA, a été réalisée en grande partie (20
cas) par le kit Herceptest utilisant I’anticorps polyclonale A485. 10 cas ont été fait

par le kit Pathway utilisant le clone 4B5.

c) Reégles d’interprétation :

L’optimisation de Ila technique IHC passe par I'apprentissage de
I’interprétation de I'immunomarquage et l'utilisation de témoins. Telle que valider
par Hoffmann et al, I'interprétation est basée sur l'intensité du marquage et le
pourcentage des cellules marquées. [54]

@ Témoin interne :

Contrairement au cancer de sein, on ne peut pas utiliser les glandes
gastriques non tumorale comme contréle interne négatif du marquage her2 car elles
peuvent étre positives en IHC en particulier les zones de générations [50].

@ Témoin externe

Afin de calibrer la technique IHC, il est recommandé de tester une centaine de
cas de carcinomes invasifs (mammaires ou gastriques) et de confronter les données
de I'IHC avec celles d’une technique d’HIS, éventuellement avec I’aide d’un centre
expert HER2 si I’on a une activité « digestif » exclusive car les cancers de I’estomac
et de la JOE sont beaucoup plus rares que les cancers du sein. [50]

Dans notre travail on a utilisé des témoins externes de lignées cellulaires et
des cas témoins du service vérifier par HIS pour cancer du sein.

@ Evaluation de I’'intensité du marquage

Pour évaluer de facon reproductible I'intensité du marquage par IHC, le degré
du grossissement microscopique (x—) auquel le marquage membranaire est
clairement visible doit étre pris en compte. Soit :[54,55]

grossissement faible (2,5-5 x) : identification du score 3+ (complet, en U
ou latéral) ;

grossissement intermédiaire (10-20 x) : score 2+ (complet, en U ou latéral);
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fort grossissement (40 x) : scorel+ (tout marquage membranaire) ou

négatif.

Grossissement : objectif X

'51.'_!3 re (ReCessare en Cas di.'- marguage &9 u“'uqul.‘:'
3 B M"n' ’ FOrT ivisitle a lmil)
2+ | 10 = — {20 =} Faible & modéré
T+ |_:-,'0 ¥ = (40 =] k peine visible pricessie
o | 40 w un fort agrandissement)

Négatif

Marquage membranaire clairement distinct

D'abord & |2S(5 %) = (10%) | confirme a plus fort grossissement

Figure 21 : Score d’évaluation de I'intensité du marquage3

@ Pourcentage des cellules marquées

En raison de I’hétérogénéité du statut HER2 dans les carcinomes gastriques,
les regles d’application du score HER2 dans les cancers mammaires (30 % de cellules
positives au moins) ne peuvent étre transposées aux cancers gastriques. En fait, un
marquage visible clairement, dés le faible grossissement, comme membranaire,
complet, en U ou latéral, est considéré comme 3+, avec un seuil de 10 % de cellules
marquées pour les piéces opératoires et le marquage d’au moins cing cellules

adjacentes cohésives pour les biopsies.[50]
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d) Le Score retenu pour I’évaluation du statut HER2 par immunohistochimie

dans les cancers gastriques ou de la JOG.

Tableau 13: score établie pour évaluation de I’expression de HER2 dans biopsie et

piéce opératoire

Score . Evaluation de la
N L Coloration de . L .
d’intensité de iy . . . Coloration de la biopsie | surexpression
) I’échantillon chirurgical
coloration de HER2
Aucune coloration ou une | Aucune coloration ou
coloration membranaire une coloration .
0 . négative
dans < 10% des cellules membranaire dans les
tumorales cellules tumorales
. ) d’amas de cellule
Coloration membranaire
. o . tumorale avec une
faible/a peine perceptible ) )
coloration membranaire
dans > 10% des cellules . o
faible ou a peine .
1+ tumorales ;les cellules . négative
i perceptible
sont colorées que dans L
. indépendamment du
une partie de leur
pourcentage de cellule
membrane .
tumorale colorée.
d’amas de cellules
le marquage tumorales avec une
membranaire est coloration membranaire
complet, basolatéral ou faible a modérée,
2+ latéral, d’intensité basolatérale ou latérale équivoque
moyenne ou faible dans complete,
plus de 10 % des cellules | indépendamment du
tumorales invasives. pourcentage de cellule
tumorale colorée.
d’amas de cellules
le marquage tumorales avec une
membranaire est coloration membranaire
complet, basolatéral ou forte, basolatérale ou .
3+ positive

latéral et intense dans
plus de 10 % des cellules
tumorales invasives

latérale complete,
indépendamment du
pourcentage de cellule
tumorale colorée.
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Figure 22 : Critere du Scor IHC pour I’évaluation du her2 dans cancer gastrique et

la JOG(ref)
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Tableau 14. Résultats d’IHC pour la classification de I’expression du marqueur

HER2 dans le cas de cancer gastrique ou de la JOG.

Caractéristiques du marquage
Résultats /Classification
20X 40 X

0 / négatif

1+ / négatif

2 + [ équivoque

3 +/ positif

Dans notre travail, on a adopté la méme grille d’interprétation (ci-dessus) de

test IHC a la recherche de profil HER2.
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Figure 23 : photo prise d’un ADK avec un score HER2 3+.

e) Avantage et inconvénient de I'lHC :[56-59]

La techniqgue immunohistochimique a plusieurs avantages :

elle permet de s’assurer que la tranche de section comporte la tumeur qui
permet d’éviter les faux positifs et les faux négatifs.

elle peut étre réalisée a partir de prélévements cytologiques, de tissus
congelés ou fixés en paraffine.

elle permet de travailler sur de petits fragments.

Il est possible de renouveler l'analyse sans disposer d’un nouveau
préléevement.

son codt est plus faible.

Sa réalisation pratique est plus simple et permet I'analyse simultanée de
nombreux échantillons.

C’est une technique utilisable en routine.

Il existe une possibilité d’archivage et de consultation ultérieure.
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Cependant, cette technique a certains inconvénients :
I’'absence d’une méthode standardisée.
le manque d’une expression quantitative objective du récepteur.
la reproductibilité de la coloration immunohistochimique est parfois
critiquée.
les variations du seuil de positivité entre les laboratoires.
Le contrble de qualité n’est pas encore généralisé.

la validation clinique de la technique n’est pas actuellement terminée.

2) Hybridation in situ fluorescente ou FISH

@ Principe

La technique dhybridation fluorescente (FISH ou fluorescent in situ
hybridization) permet de repérer la présence d'anomalies chromosomiques par un
systeme couplé anticorps-fluorophore.

Le principe en est le suivant :
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Figure 24 : principe de la technique Fish

e C’est une méthode indirecte de détection du statut HER2 qui permet un
contréle morphologique de grande spécificité, avec visualisation directe du signal
recherché au niveau des cellules cancéreuse, il consiste a une hybridation de I’ADN
tumoral en une étape, avec une sonde fluorescente reconnaissant le géne HER2, une
deuxiéme sonde reconnaissant le centromeére 17 peut étre couplée a la premiere ou
bien étre réalisée ultérieurement.

e On détecte par cette technique I'amplification du géne et non sa
surexpression, et dans 5 a 10% des cas, il peut y avoir surexpression sans
amplification.

e La FISH permet de détecter les cas douteux en IHC.

@ Les outils de la technique FISH : [50]

3 kits sont disponibles :
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les kits PathVysion (Abott/Vysis, Downers Grove, IL, Etats-Unis) et
HER2 FISH pharmDx (Dako), incluant tous deux la sonde centromérique du
chromosome 17,

INFORM/HER2 (Ventana/Roche), comportant la sonde HER2 seule.

@ Avantage et inconvénients [60,61]
La FISH est quantitativement plus précise avec un score simple, mais elle est
plus codteuse, elle demande plus de temps, elle est techniquement exigeante,
nécessite un microscope a fluorescence, sa fluorescence diminue rapidement, et elle

ne permet pas de visualiser les caractéristiques morphologiques.

3) Hybridation in situ non fluorescente

v Hybridation in situ colorimétrigue ou CISH

L’hybridation in situ colorimétrique (CISH), dans laquelle les copies du géne
HER-2 sont détectées au moyen d'une réaction a la peroxydase, a récemment été
introduite comme une alternative a la FISH [61]. La CISH permet de calibrer la
technique immunhistochimique ou servir de contréle de qualité. [62]

Le principe général de la CISH repose sur I’hybridation d’une séquence d’ADN
spécifique avec les genes HER2 des cellules tumorales. Son originalité tient au mode
de révélation qui met en jeu, comme en immunohistochimie, un chromogene. Pour
la CISH, la sonde est marquée a la digoxygénine et pourra étre révélée par une
cascade de réactions antigéne anticorps. [63]

Le kit le plus utilisé est le Zymed/Invitrogen, a révélation par un

chromogéne.
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v Hybridation in situ argentique ou SISH

L’hybridation in situ argentique (SISH) est une nouvelle technique d’ISH qui
utilise la précipitation d’ions argent pour le repérage des sondes d’ADN hybridées,
deux sondes séparées sont utilisées : une pour le géne HER2 et l'autre pour le
centromere du chromosome 17. Le Kit le plus utilisé est Ventana/Roche.

v Avantages et inconvénients

Les avantages de la CISH sont son moindre co(t, son évaluation par les
microscopes optiques classiques, l’analyse histologique similaire au marquage
immunohistochimique, et sa facilité d’interprétation. Toutefois I'utilisation de la
CISH seule est controversée a cause de la possibilité de faux positifs secondaires a la
présence d’une polysomie pour le chromosome 17. [61,64]

_ Score retenu pour HIS dans I’évaluation du statut HER2 [50,65]

Les résultats de FISH, CISH et SISH sont exprimés par un ratio entre le nombre

de copies des HER2 et le nombre de copies du chromosome 17, dans environ 20 a

40 cellules comptées, ainsi :

amplification de HER2 : HER2>6copies (si sonde her2 unique))
ou HER2/CEN17>2.2.

résultat ambigu : 4<HER2<6 ou 1.8<HER2/CEN17<2.2.
Absence de I’'amplification d’HER2: HER2<4 ou

HER2/CEN17<1.8.

Pour l'interprétation, il est important de repérer les zones invasives et de
réaliser les comptes de signaux dans ces zones-la. Comme les tumeurs gastriques
peuvent étre trés hétérogenes, il convient de balayer toute la coupe a la recherche
des zones amplifiées. Pour ces deux raisons, dans le cancer gastrique les techniques

d’HIS avec sondes non fluorescentes semblent les plus adaptées a la pratique de
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routine. Lorsque le ratio est compris entre (ratio de 1,8 a 2,2), il est suggéré de
compter plus de noyaux (au moins 20 de plus) et dans d’autres zones tumorales

et/ou d’autres coupes. [50]

C. Concordance entre IHC et FISH :

Contrairement au cancer de sein, la concordance entre I’expression protéique
et I'amplification de géne ont été controverses. Les études publiées en 1990-1991
n’ont pas observé de bonne concordance entre les deux méthodes [66]. Dans une
série de 40 cas analysée par Lemoine et al. [67], 26% expriment HER2 contre 13%
seulement qui témoignent d’une amplification génique. Un résultat similaire est
obtenu par Kamed et al qui ont détecté une surexpression protéique sans
amplification génique.[68]

Des études récentes indiquent toute fois une concordance élevée entre la
surexpression dans IHC et I’'ampilification par FISH ou SICH. Yano et al ont trouvé un
taux de concordance de 87% (58,5% pour 2+ et 88% pour 3+) [69]. Dans I’essai
TOGA la concordance aussi est de 87%, les différences étaient en grande partie dans

les cas IHC O et 1+ avec FISH positive. [70]

Tableau 15 : concordance entre IHC et la FISH dans I’essai TOGA.[50]
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I1l. Expression du récepteur HER2 et corrélation avec les

parametres clinicohistlogiqgues.

A. Le taux d’expression du her2 dans le cancer gastrique et de la JOG :

Dans notre série, le taux de positivité du test immunohistochimique pour la
détection du récepteur HER2 est de 10%. Ce taux reste dans la limite recommandée
dans la littérature qui est de 4% a 28% [44]. Il est également respecté dans plusieurs
séries : série de N.ABIDA faite au laboratoire d’anatomopathologie, CHU Habib
Bourguiba en Tunisie, qui avait un taux d’expression de 10% [71], étude YONENURA
et AL (11,9%)[72], UCHENO et AL (11%) [73] et Gracia et al (11%) [74].

Ce taux est bien inférieur a celui noté dans des séries de littérature
notamment I’étude TOGA qui a montré un taux d’expression(IHC et HIS) a 22% [50]
et aussi I’étude faite au laboratoire d’anatomopathologie au CHU de fes qui ont mis
en évidence un taux d’expression de 32,3% a IHC seul augmenté a 35% par
amplification d’un cas équivoque 2+.[75]

D’autres études ont montré un taux bien inférieur tel qu’une étude récente
incluant deux cohortes, allemande et anglaise, et la série de Grasch et al qui avaient

une valeur positive a 4%.[76]
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Tableau 16 : taux d’expression du récepteur her2 dans différente séries.

Etudes Nombre Types de test HER2+ (%)
d'échantillons
Yonemura ef al. [25] 260 THC 11,9
Tateishi et al. [38] 179 IHC 12
Ohguri et al. [39] 136 primitifs IHC 25,7
50 gg métas IHC &4
Mizutani et ol. [26] 226 THC 14,2
Uchino et al. [27] 108 THC 11
Motojima et al. [28] 120 IHC 27,5
Lee et al. [40] 225 IHC 27,4
Makajima et al. [29] 128 IHC 16,4
FISH 11,7
Allgayer et al. [30] 189 IHC 12
Pinto deSousa et al. [31] 157 IHC 15,3
Garcia et al. [32] 108 IHC 11
Tanner et al. [33] 231 (ISH 12,2
Park et al [34] 182 IHC 15,9
Gravalos et al. [35] 166 THC 13
Zhang et al [36] 102 THC 18,6
Yan et al. [37] 128 THC 9.4
FISH 11,7
Grasch et al. [38] 924 THC 4
Allemande 418 5.7
Anglaise 447 2,5

Tableau 17 : comparaison de notre taux d’expression de récepteur HER2 avec

d’autres séries.

N méthode Taux de positivité(%)
Etude Fes 31 IHC 32,5
Etude tunisienne 100 IHC 10
Notre étude 30 IHC 10

B. Source de variation de taux de positivité de her2 dans les tests

immunohistochimiques :

La différence de taux d’expression du récepteur HER2 par IHC rapportée par

les différentes séries peut étre due a :
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1. Les étapes pré analytiques :

La préparation des échantillons doit étre confor