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Introduction

INTRODUCTION

Le cancer du poumon (appelé aussi cancer broncho-pulmonaire) présente aujourd'hui la
premiére cause de mortalité par cancer dans le monde et le cancer le plus fréquent chez ’homme.
Souvent le cancer du poumon est diagnostiqué a un stade tardif, métastatique ou localement
avancé, il est également I'un des cancers de plus mauvais pronostic avec une survie a cing ans de
20%. En Algérie, le cancer du poumon est le cancer qui occasionne le plus de déces, avec plus de
4300déces estimés en 2020.11 reste le cancer le plus prévalent chez ’homme et se situe au 3éme
rang chez les deux sexes aprés les cancers du sein et colorectaux, avec plus de 4700 cas
diagnostiqués (Globocan, 2020).

La principale cause du cancer du poumon est l'exposition chronique a la fumée de tabac, y
compris au tabagisme passif. Environ 20% des cas sont attribuables principalement a une
combinaison de facteurs génétiques et 1’exposition professionnelle et environnementale aux

carcinogenes pulmonaires (Chater, 2014 ; Sakhri et Bertocchi, 2019).

Le cancer du poumon est classé histologiqguement en deux formes corrélées a la clinique : les
cancers bronchiques a petites cellules (CBPC) et les cancers bronchiques non a petites cellules
(CBNPC), qui representent environ 15% et 80%, respectivement. Le CBNPC comportent
essentiellement trois sous-types : adénocarcinome, carcinome épidermoide et le carcinome a
grande cellule (Travis, 2011). Ces derniéres années, le développement des thérapies ciblées a
amélioré le pronostic des patients atteints d'un CBNPC métastatique qui présentent une altération

oncogeénique (Ferrer et al, 2019).

Les anomalies oncogéniques les plus fréquemment identifiées dans le CBNPC sont
essentiellement les mutations des genes EGFR et KRAS et les translocations chromosomiquesdu
gene ALK (Levy et al., 2012). L'émergence des inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase a permis
de réelles avancées thérapeutiques chez les patients ayant une mutation de 'EGFR et sont
actuellement utilisés en premiere ligne de traitement (Ruppert et al., 2011). De plus, il y ades
variations de taux d’incidence de ces anomalies oncogéniques dans les patients atteints de

CBNPC selon les populations étudiées (Zhang et al, 2016).

vl



Introduction

Notre travail repose sur une étude rétrospective et prospective, sur une période 04 mois,
dans objectif d’étudier les caractéristiques cliniques et biologiques du CBNPC dans I’Est algérien.
Et pour les objectifs secondaires étudier le profil clinico-pathologique de patients atteints de

cancer CBNPC puis analyser les mutations du géne EGFR dans le CBNPC.
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Chapitre | : Synthese bibliographique

l. Généralité sur le cancer du poumon

Un cancer du poumon, appelé aussi cancer bronchique ou cancer broncho pulmonaire, est
une maladie des cellules des bronches ou, plus rarement, des cellules qui tapissent les alvéoles
pulmonaires. Il se développe a partir d’une cellule initialement normale qui se transforme et
se multiplie de fagon anarchique, jusqu’a former une masse appelée tumeur maligne (INCa ,
2017).

1 Anatomie et physiologie des poumons

1.1 Anatomie des poumons :

Les poumons sont les organes respiratoires ou le sang veineux est converti en sang
artériel. Ils servent a respirer, ¢’est-a-dire a inspirer et a expirer 1’air, grace a la contraction

active.

« Situation : Ils sont au nombre de deux, un a droite et un a gauche, séparés I'un de l'autre par
le médiastin. Ils sont situes dans la cavité thoracique sur le diaphragme et chacun est entouré
d'une membrane (plevre).L'air passe par la trachée puis dans les branches, qui se divise en
petites bronches puis dans les bronchioles, au bout desquelles se trouvent de nombreux petits
sacs appelés alvéoles ; il traverse les parois trés fines de ces derniéres, tapissées d’un réseau

de capillaires (Rouviere, 1981).

* Volume : Peu d'organes ont beaucoup de variation de volume. Ces différences dépendent

principalement du volume de la cavité thoracique et I'état d'inspiration ou d'expiration.

« Poids : Le poids moyen des deux poumons d'un adulte est de 1300 g, le poumon droit est de
700 g et le poumon gauche est de 600 g. Chez les femmes, le poumon droit pése environ
550g, tandis que le poumon gauche pése 450 g. Les poumons respirés sont plus légers que

I'eau, les poumons non respirés sont plus denses que l'eau.

« Capacité : La capacité pulmonaire moyenne d'un adulte est de 3500 cm?® en inhalation

normale et 5000 cm® en inhalation forcée.

« Couleur : Les poumons des enfants sont roses, les poumons des adultes sont gris-rose et les
poumons des personnes agées sont bleus. Au fur et a mesure que le sujet vieillit, des dép6ts
pigmentés tapissent la surface des poumons sous la forme de points, de points et de lignes.

Ceux-ci dessinent de petites figures polygonales qui répondent a des restrictions lobulaires

v



Chapitre | : Synthese bibliographique

pulmonaires superficielles (Boukabache ,2018).

» Consistance élastique : Les poumons sont mous et peuvent étre comprimés a basse pression.

Si la force de compression est forte, il y aura un crépitement lorsque le véhicule se casse
(Stephano, 2021).

1.2 Physiologie des poumons :

Les poumons humains ont une principale fonction dans la respiration en permettant
d’assurer les échanges gazeux entre l’air et le sang. Le poumon droit et le poumon
gauche_permettent également de fournir I’oxygéne a I’ensemble de 1’organisme et ainsi d’éliminer le
gaz carbonique contenu dans le sang (Benlahoues, 2013). La ventilation est le processus par lequel
I'air entre et sort des poumons et est transporté vers les alvéoles pour I'échange de gaz, qui peut étre
divisé en une inspiratoire active et la phase expiratoire passive la plus courante (EZ-zhar, 2021).

. | s
N Cavité
== g.\a) nasale
Bronche =
secondaire | — — Pharynx
Bronche ’ {
tertiaire - Larynx
Bronchiole

respiratoire Trachée
Bronche
primaire
Diaphragme
Veinule Artériole
pulmonaire pulmonaire
Canal Capillaire
alvéolaire

Alvéoles ——

v

Sac alvéolaire

Figure 01 : Anatomie et physiologie des poumons.
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2 Epidémiologie :
2.1 Au niveau mondial :

Le cancer du poumon est la principale cause de mortalité et le cancer le plus répandu chez
I'hnomme dans le monde. Selon la base de données Globacan de I’'TARC (International Agency
for Research on Cancer), on estime a 2,2 millions de nouveaux cas diagnostiqués (11,4 % de
I'ensemble des cancers) et & environ 1,8 million le nombre de décés (18 % de I'ensemble des
cas).

Les taux d'incidence et de mortalité du cancer du poumon sont environ 2 fois plus élevés chez
les hommes que chez les femmes, bien que le rapport hommes-femmes varie considérable-
ment d'une région a l'autre, allant de 1,2 en Amérique du Nord a 5,6 en Afrique du Nord.
L'incidence du cancer du poumon et les taux de mortalité sont 3 a 4 fois plus éleves dans les
pays en transition (Sung et al , 2021).

A Both sexes
Incidence Mortality
Female
Other cca)t:gr
cancer
36.9% 29.2% golorectum

Colorectum
10.0% Leukemia .
Liver

Cervix utnen 8.3%

Bladder Pancreas
4.7%

Thyroid ./ Esophagsus breast
5.5%

3.0% Cervix uteri 6.9%
19.3 million 9.9 million
new cases deaths
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Incidence

Colorectum
10.6%
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2.7%

Non-Hodgkin J
Iympr?g:w 0.4%
2.6%
Liver
3.0%
Ovary
3.4%
Stomach
4.0%
Corpus uteri

4.5% Thyrold
4.9%

9.2 million
new cases

Cervix uterl
6.5%

78

Colorectum

Males

Mortality

Other
cancer
22.9%
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10.5%

3.2%

4 Colorectum
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e
" Prostate  Stomach
A o : Stomach 6.8% 91%
4.2% gagder LIver 71%

44% 6.3%
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C _ Females ,
Incidence Mortality

Other
cancer

25.4%
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3.0%
Esophagus
3.8 Colorectum
9.5%
Pﬂn‘f{%%z Cervix uterl

£ Stomach 7-7%
6.0%

4.4 million
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Figure 02 : Taux d’incidence et de mortalité des cancers dans le monde (Globacan, 2020)

2.2 Au niveau national:

En 2020, le cancer du poumon reste le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les

hommes dans la région du Maghreb .En Algérie, les taux d'incidence du cancer du poumon

ont été estimés a 1,4 cas pour 100 000 personnes. Il s'agit du cancer le plus fréquent chez

I'homme, avec plus de 4100 cas diagnostiqués, qui représente environ 15,2% du total des cas

de cancers masculins, et le troisieme chez les deux sexes aprés les cancers du sein et
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colorectaux. Le cancer du poumon est la premiere cause de mortalité associée au cancer, tous

ages confondus, avec plus de 4 300 déces représentant 13,2 % des cas (Globacan, 2020).

Number of new cases in 2020, males, all ages

Lung
4159 (15.2%)

Other cancers Prostate
11 940 (43.7%) 3597 (13.2%)
Colorectum
3458 (12.7%)
Stomach Bladder
1440 (5.3%) 2734 (10%)
Total: 27 328

Figure 03 : Taux d'incidence des cancers chez I’homme en Algérie (Globocan, 2020)

2.3 Facteurs de risques

2.3.1 Tabagisme :

Le principal facteur de risque des cancers du poumon est le tabac, qui est responsable
d'au moins 8 cancers du poumon sur 10 dans les pays occidentaux. Les fumeurs ont un risque
de cancer du poumon environ 10 fois plus élevé que les non-fumeurs, risque qui augmente
avec la durée du tabagisme et la quantité de cigarettes fumeées. La durée étant le déterminant
le plus important. D'autres formes de tabagisme, comme le cigare et la pipe, ont également été
associées a un risque accru de cancer du poumon bien que ce risque apparaisse cependant plus
faible qu'avec la cigarette. Le tabagisme augmente le risque de tous les types histologiques de
cancer du poumon. Enfin, le tabagisme passif est également associé a une augmentation du

risque de cancer du poumon de 20 a 30 % (Léila et al, 2020).
2.3.2 Facteurs professionnels et environnementaux :
e L’exposition a I’amiante :

L’amiante est un minéral fibreux naturel utilisé dans I'industrie depuis des siécles pour les

raisons suivantes ses fortes propriétés le rendant utile dans les matériaux de construction et
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I'isolation thermique et la résistance électrique. Il représente le risque professionnel le plus

courant auquel de nombreux secteurs professionnels peuvent étre exposés a l'une des trois
formes d'amiante (serpentine, crocidolite et amosite) (Billelo et al, 2002). Certains pensent
que l'amiante est un précurseur nécessaire du cancer du poumon (Jones et al, 1991). D'autres
ont signalé que l'amiante pourrait étre cancérigéne indépendamment de la présence
d'asbestose . L'interaction entre l'amiante et le tabagisme en ce qui concerne le risque de
cancer du poumon a été décrite comme etant entre additifs et multiplicative (Billelo et al,
2002).

e Leradon:

Le radon est un gaz radioactif naturel émis par certains sols et, en particulier, par les sols
schisteux auquel le poumon est exposé par inhalation. Une méta-analyse de 2003 montre une
augmentation de 24 % du risque de cancer de poumon chez les patients exposés dans leur

maison a une radiation au radon de 150 Bg/m? (Pavia et al, 2003).
e La pollution atmosphérique :

La mortalité par cancer du poumon est plus importante en milieu urbain qu’en milieu rural
(Frusch et al, 2007). Les hydrocarbures polycycliques aromatiques provenant de la
combustion du fuel fossile et des émissions du diesel plus abondant dans I’air urbain

pourraient expliquer cette observation (Heminki, Pershagen,1994).

2.3.3 Génétique :

Plusieurs études mettent en évidence une augmentation du risque de cancer pulmonaire
chez les patients présentant une histoire familiale, quel que soit le statut tabagique, allant dans

le sens d’une composante génétique dans la genése du cancer du poumon primitif.

Il existe également certains syndromes génétiques associés au cancer du poumon primitif
comme le syndrome de Bloom et Werner. Beaucoup de régions de I’ADN sont étudiées,
intervenant dans la réparation de I’ADN, le métabolisme et 1’élimination des particules de la

fumeée de tabac ou la régulation du cycle cellulaire (Martin, 2016).

vl
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Proportion des cancers liés aux principaux facteurs de risque

On peut prevenir 40 % des cas de cancers (142 000/an) grace a des changements de comportements et des modes de vie

19,8 %
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Figure 04 : Principaux facteurs de risque des cancers (INCa, 2019).

2.3.4 Autres facteurs de risques :

Certaines études ont montré que l'alimentation peut étre un facteur de risque du cancer
du poumon. La consommation de fruits, de légumes et d'aliments (thé, agrumes, chocolat noir,
vin rouge) contenant des flavonoides semble étre protectrice . De plus, de faibles taux
sanguins de vitamines A, C et E sont associés a un risque accru, mais des grandes etudes
prospectives ont montré un risque accru pendant la supplémentassions , en particulier en
vitamine A. Un apport minéral plus faible ne semble pas étre associé a un risque accru. Enfin,
la viande rouge, les produits laitiers, les graisses saturees, les lipides, la charcuterie et les

produits fumés sont suspectés d'augmenter le risque de cancer bronchique primitif (Dela Cruz
et al, 2011).

L'obésité augmente le risque de nombreux cancers et, dont le cancer du poumon primitif,
I'impact de l'indice de masse corporelle (IMC) reste controversé .En effet, les études sur le
sujet sont contradictoires et retrouvent soit une augmentation du risque, soit aucun effet voire
un effet protecteur. Il existe un gros facteur confondant, le tabac, qui entraine un
amaigrissement lors de la consommation ou une prise de poids a ’arrét. Une méta-analyse
récente va dans le sens d’une diminution du risque avec 1’augmentation de I'IMC. Cependant

ces résultats restent discutés devant les nombreux facteurs confondants (Yang et al, 2013).

)
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3 Diagnostics et classification histologique du cancer du poumon
3.1 Lessignes cliniques

3.1.1 Signes respiratoires :
Les manifestations respiratoires sont présentes dans 60% des cas. Elles sont représentees par:

e Latoux : Elle est le signe le plus courant des premiers symptomes. Elle est associée a une
stimulation des récepteurs endobronchiques par des phénomeénes mécaniques
(compression tumorale) ou des phénomeénes inflammatoires. Ces récepteurs sont moins
fréquents au niveau de la bronchiole par rapport au niveau des grosses bronches (Kaptue,
2005). Elle peut étre aigué ou chronique chez les fumeurs (Tiadjue, 2019).

e L’hémoptysie : Elle est définie comme un écoulement de sang d'origine sous-glottique
(arbre trachéo-bronchique ou parenchyme pulmonaire) par la bouche, le plus souvent lors
de la toux. Son volume peut varier d'un simple crachat strié de sang a un saignement

vraiment catastrophique (Renaud et al, 2012).

e Lesdouleurs thoraciques : Elles sont fixes et tenaces, de siege variable, et peuvent étre
révélatrices de la maladie (Tiadjue, 2019).

e La dyspnée : Elle est un symptome subjectif de manque d’air, présente chez 35 a 85 %
des patients atteints d'une tumeur maligne avancée. Elle peut étre révélatrice de la maladie

de cancer du poumon (Bonnichon et al, 2008 ; Dudgeon et Lertzman,1998).
3.1.2 Les singes genéraux :
Ce sont des signes non spécifiques, ils sont au nombre de quatre :
= Une anorexie.
= Une asthénie, qui est une grande fatigue anormale.
= Unamaigrissement.

= Une fiévre, sans cause évidente.
3.2 Diagnostic :

Au cours du diagnostic, deux situations cliniques conduisent a la découverte du cancer
bronchique : la découverte sur un cliché radiographique ou une TDM réalisée (Ferretti et al,

2008).11 se realise par deux étapes : le bilan diagnostique et le bilan d’extension.
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3.2.1 Bilan diagnostique :

Différentes techniques d'imagerie et d'intervention sont disponibles pour le diagnostic du
cancer du poumon. Le choix, la séquence et la valeur relative de ces méthodes varient, mais

chaque technique a ses forces et ses faiblesses (Andrade, 2010).
= La radiographie du thorax :

La suspicion clinique de cancer du poumon doit entrainer une radiographie pulmonaire
qui est la radiographie la plus couramment réalisée dans le monde. Le cancer lui-méme peut
étre vu comme un nodule dans le champ pulmonaire ou comme une masse adjacente a
d'autres structures (Brett,1968).Alternativement, séparés en ce peut se manifester par une
lymphadénopathie, un épanchement pleural, un collapsus ou une consolidation pulmonaire, ou
une combinaison de ces anomalies (Frost et al, 1984).Si la suspicion persiste, des examens
supplémentaires, généralement une tomodensitométrie (TDM) doit étre effectuee (Melamed et
al,1984).

Figure 05 : Tumeur apicale droite observée sur une radiographie thoracique (lanHunt, 2009)

= Le scanner thoracique :

Il permet un meilleur bilan topographique et facilite la ponction des lésions suspectes
(Scotté, Colonna et Andrieu, 2002). IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) est de plus en
plus disponible, mais la pression sur le temps d’acquisition IRM est si intense qu’elle est
généralement utilisée pour résoudre des problémes et lorsque ’administration de produits de
contraste est contre-indiquée. L’IRM peut étre plus précise que la TDM dans la séparation des

tumeurs de stade Illa (résécables) et I11b (généralement non sécables) chez des patients
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sélectionnés en raison de sa capacité a détecter I’invasion de structures médiastinales
majeures (Gefter,1990).

3.2.2 Le bilan d’extension :

Le but du bilan d’extension est de proposer le traitement le plus approprié¢ et d’approcher

le pronostic du patient.
= Fibroscopie bronchique :

Il permet la visualisation de la tumeur, permettant la biopsie des Iésions visibles ainsi que

I'aspiration pour la cytologie (Scotté , Colonna et Andrieu, 2002).
= Tomographie par émission de positons au fluoro-désoxy-glucose (TEP-FDG) :

Elle est indiquée pour la détermination de 1’extension locorégionale (envahissement

ganglionnaire médiastinale), et de ’extension a distance, notamment surrénalienne (Ferretti et

al, 2008).
= Tomodensitométrie thoracique :

Une tomodensitométrie du thorax est un test de base qui doit étre effectué chez tous les
patients chez qui on soupconne un cancer du poumon. Une évaluation précise de la maladie
ganglionnaire nécessite souvent des scanners a contraste amélioré. Un parametre
généralement accepté pour décrire un ganglion lymphatiqgue métastatique suspecté est un
diametre petit axe supérieur a 1 cm sur un scanner transversal. Cependant, tous les ganglions
lymphatiques de plus d'un centimétre ne sont pas malins. Environ 40 % de tous les ganglions
lymphatiques considérés comme malins au scanner sont en réalité bénins. D'autre part,
environ 20 % de tous les ganglions lymphatiques considérés comme « bénins » sont malins
(Silvestri et al, 2007) .

3.2. Diagnostic anatomopathologique :

L’examen anatomopathologique ou histopathologique consiste a analyser au microscope
des cellules ou des tissus prélevés sur un organe. Le diagnostic de certitude du cancer du
poumon repose sur les résultats de l'examen anatomopathologique. Les prélévements
tissulaires (par biopsie) ou cellulaires (par lavage, brossage, ponction-aspiration) sont réalisés
a partir de la tumeur, des adénopathies associées ou d'un site métastatique accessible. C’est
I’examen anatomopathologique qui permet d’établir de fagon définitive le diagnostic de

cancer (Gounant et al, 2018).
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3.3 Classification histologique :

Le cancer bronchique primitif est défini comme une croissance maligne ayant son
origine dans les voies respiratoires bronchiques (trachée, bronches et bronchioles) ou dans le
parenchyme pulmonaire. 1l est essentiellement représenté par 02 groupes histologiques : le
carcinome bronchique non a petites cellules, regroupés principalement par adénocarcinome et
carcinome épidermoide, et le cancer du poumon a petites cellules. D'autres types de cancer
sont moins fréquents, comme le carcinome a grandes cellules, le carcinoide, le carcinome

sarcomatoide, le sarcome et le lymphome pulmonaire primitif (Martin , 2016).

3.3.1 Cancer bronchique non a petite cellule (CBNPC) :

Ils représentent plus de 80% des cas, il se subdivise en 3 groupes : les carcinomes
épidermoides, les adénocarcinomes et les carcinomes a grandes cellules, car ces types
histologiques présentent des caractéristiques cliniques et biologiques similaires (Westcott et
To, 2013).

= Adénocarcinomes (la majorité) : plus courant , le plus souvent situé autour des

poumons. Leur diagnostic repose sur l'analyse morphologique (architecture
glandulaire) le plus souvent aidée par lI'immunohistochimie (positif au marqueur TTF1
dans la plupart des cas). lls sont parfois associés a une addiction oncogénique. Ils sont
divisés en plusieurs sous-groupes qui comprennent formes glandulaires, papillaires,

broncho-alvéolaires, muco-sécrétants et autres (Travis, 2002).
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Figure 06 : Aspect histologique d’un adénocarcinome solide
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Carcinomes épidermoides : ils représentent environ 40% de I'ensemble des CBNPC.

Ils se développent habituellement a partir des bronches situées dans la partie centrale
du poumon (Le Calvez et al, 2005). lls sont divisés en plusieurs sous-groupes qui
comprennent : papillaires, & cellules claires, & petites cellules et basaloides. Le
marqueur immunohistochimique spécifique est P40 qui est positif dans la majorité des
cas (Roche, 2023).

Figure 07 : Aspect histologique d’un carcinome épidermoide bien différencié
(www.webpathology.com)

Carcinomes a grandes cellules : 11 peut siéger dans toutes les parties du poumon et

sont caractérisées par I'apparition de grandes plages tumorales nécrotiques. lls sont
constitués de grandes cellules organisées en couches ou en nodules avec un
cytoplasme abondant et des noyaux vésiculaires avec un nucléole saillant (Travis,
2002).



http://www.webpathology.com/
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Figure 08 : Etapes du diagnostic histopathologique du CBNPC.

3.3.2 Cancer bronchique a petites cellule (CBPC) :

Le CBPC represente 15% des cas qui sont plus fréquent chez les fumeurs, y compris les
personnes agées et les jeunes. lls sont le plus souvent situés dans les poumons hilaires ou
médiastino-pulmonaire, plus rarement, ils peuvent se présenter comme des tumeurs

périphériques solitaires (Chater, 2014).

4 Stadification du cancer du poumon :

Le cancer du poumon se voit généralement attribuer un stade clinique en fonction des
résultats d’un examen physique, d’une biopsie et de tests d’imagerie. Si une intervention
chirurgicale est pratiquée, le stade pathologique est déterminé en examinant les tissus retirés
lors de la chirurgie (Travis et al, 2015). La classification TNM est recommandée par I'TASLC

qui a établi la derniere classification (Figure 9). Les 3 éléments pris en compte sont :
- T (Tumeur) : Taille et/ou extension de la Tumeur primitive (T1 —T4) ;

- N (Node) : Présence de métastase ganglionnaire (NO — N3) ;

- M (Métastase) : Présence de Métastase a distance (MO, M1a — c).

Une fois que les catégories T, N et M sont déterminées, ces informations sont combinées dans

un processus appelé regroupement d’étapes pour attribuer une étape globale.
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Figure 09 : Stades du cancer du poumon selon la classification TNM 8™ édition

Il.  Carcinogenése bronchique :

1 Meécanisme de transformation tumorale :

La cancérogenése est un processus en plusieurs étapes au cours duquel des modifications
génétiques, moléculaires et phénotypiques s’accumulent progressivement conduisant a
I’émergence d’un cancer .Les premiers événements de ce processus correspondent a des
changements dans le génome de la cellule .Les altérations génétiques comprennent la perte de
parties de chromosomes ou de chromosomes entiers (aneuploidie), les translocations, les
amplifications et les réarrangements de genes, les mutations ponctuelles et les duplications.
Ces modifications genétiques ne se traduisent pas initialement par des modifications de la
morphologie cellulaire ou des modifications de I’architecture tissulaire. L’accumulation,
I’interaction et la coopération de toutes ces altérations génétiques contribuent a la

modificationphénotypique des tissus bronchiques (Figure 10).
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Dysplasie

FigurelO : Etapes de la carcinogenése bronchique (Travis, 2004)

2 Voies de signalisation impliquéees dans la carcinogenese bronchique :

De nombreuses anomalies moléculaires, qui jouent un réle dans la pathogénie du cancer
du poumon, ont eté déterminés particulierement ce qui concerne la voie du suppresseur de la
tumeur p53 et les voies oncogeniques EGFR et ses effecteurs RAS et PI3K (Levy et Darnell,
2012).

2.1 Géne suppresseur de la tumeur TP53 :

2.1.1 Gene et structure de TP53 :

Le gene TP53 humain est situé au niveau de la région chromosomique 17p13.1. Il est
constitué de 11 exons, ils codent une phosphoprotéine nucléaire de 53kd. Cette protéine de
393 acides aminés est constituée de cing domaines structurels et fonctionnels : un domaine de
transactivation N-terminal qui active les facteurs de transcription, un domaine régulateur riche
en proline important pour l'activité apoptotique ,un domaine de liaison ADN, un domaine
d'oligomérisation et un domaine C-terminal impliqué dans la régulation de la liaison de p53 a
I'ADN (Bouchet et al, 2006).

La protéine p53 est composée de cing domaines fonctionnels : le domaine de trans-
activation (I et 11, acides aminés 1-62), une région régulatrice riche en proline (acides aminés
65-97), un domaine de liaison a I’ADN (acides aminés 102-292), un domaine

d’oligomérisation (acides amines 323-356) et un domaine C-terminal de régulation (acides
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aminés 363-393). P53 subit des modifications post-traductionnelles, telles que des
phosphorylations (hexagones) et des acétylations (triangles), au niveau des régions N et C-
terminale (Bouchet et al, 2006).

Contrairement a d'autres genes suppresseurs de tumeurs tels que RB et APC, qui sont
inactivés par des délétions ou des mutations non-sens entrainant une synthese aberrante ou
une perte d'expression génique, les altérations de TP53 sont de type faux-sens dans 80 % des
cas. D'autres changements de TP53 comprennent des délétions ou des insertions (9 %), des
mutations non-sens (7 %) et des mutations silencieuses (5%). Les mutations étaient réparties
sur tous les exons codants, avec une forte prédominance dans les exons 4 a 9 (les exons
codant pour le domaine de liaison a I'ADN) (Soussi, 2007 ;Olivier et al, 2002 ; Petitjean et
al,2007).

2.1.2 P53 et cancer bronchique :

L'inactivation de la voie p53 est étroitement liée a la tumorigénese . En fait, la réponse
p53 au stress cellulaire est perdue dans presque tous les cancers. L'inactivation fonctionnelle
du gene p53 est I'événement le plus courant dans les tumeurs malignes humaines et est
présente dans au moins 50 % de tous les cancers. L'inactivation mutationnelle de p53 est le
mécanisme le plus courant, survenant dans un grand nombre de cancers sporadiques,
survenant dans 38 % a 50 % des cancers de l'ovaire, de 1'cesophage du c6lon, la téte et du cou,
du larynx et du poumon. Dans les cancers avec p53 normal, la fonction de p53 est souvent
inactivée par d'autres mécanismes, comme les sarcomes qui surexpriment MDM2, ou méme
dans le cancer du poumon en raison de la surexpression de mdm2 ou la perte de 1’expression
de p14ARF (Mori et al, 2004).

Dans le cancer bronchique, la TP53 est inactivée dans 40 a 60 % des cas, souvent par
mutation d’un alléle et la délétion de 1’autre allele. Cette inactivation est précoce au cours de
carcinogenese bronchique puisqu’elle est détectée dés le stade de métaplasie malpighienne
(lésion précurseur des carcinomes épidermoides) ou d’hyperplasie adénomateuse atypique
(lésion précurseur des adénocarcinomes). Son réle dans le cancer bronchique a fait 1’objet de
nombreuses études. Une méta-analyse de 77 études (Tammemagi et McLaughlin, 1999) a
montré que ces mutations sont présentes dans 42 % des patients ayant CBNPC, elles sont
associées significativement avec un stade localement avancé. D’autre méta-analyse incluant
43 études a trouvé que la p53 aberrante était un facteur de mauvais pronostic de survie dans le

type histologique adénocarcinome (Mitsudomi, Hamajima et al, 2000). De plus, la présence
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de p53 peut étre un facteur de mauvais pronostique en termes de survie globale et de survie
sans progression (Graziano, Gu et al, 2010). Aussi, la surexpression de p53 peut étre associée
a une survie globale inférieure a celle des patients négatifs pour p53. En revanche, le bénéfice
de la chimiothérapie adjuvant en termes de survie était meilleur chez les patients surexprimant
p53. Ces résultats indiquent que la surexpression de la protéine TP53 pourrait étre un
marqueur de mauvais pronostic et un marqueur prédictif de bénéfice de la chimiothérapie
adjuvante chez les patients opérés de CBNPC (Tsao et al, 2007).

2.2 Récepteur a PEGF (EGFR) :

2.2.1 Membres et structure de la famille HER :

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est une glycoprotéine
transmembranaire de 170KD avec une activité tyrosine kinase. Ce récepteur est le prototype
de la famille des récepteurs épidermiques humains (HER) et se compose de quatre membres :
EGFR (ErbB1 ou HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) et ErbB4 (HER4). Leur nom dérive
de leur homologie avec I'oncogéne du virus de I'érythroblastose aviaire "verb”. HER est une
famille multigénique , mais ses membres partagent une homologie structurale primaire élevee
(40 % a 50 %) (Carpenter, 1987). En général, les récepteurs de la famille HER ont trois

domaines distincts (Figure 12):

- Le domaine extracellulaire (ou ectodomaine) assure la liaison et favorise la dimérisation
de ligands spécifiques a l'initiation de I'activation du récepteur. Il se compose de deux
répétitions de quatre sous-domaines : L1 (I), CR1 (I1), L2 (1Il) et CR2 (IV). Les sous-
domaines L1 et L2 sont utilisés pour lier le ligand, tandis que les domaines CR1 et CR2
(CR riches en cytochromes) augmentent l'affinité de liaison du ligand pour le récepteur et
permettent I'association avec un second récepteur dans le dimére rendu possible (Lemmon
et al,1997) ; (Jorissen et al, 2003).

- La structure transmembranaire tres hydrophobe n'avait a l'origine qu'une fonction
d'ancrage du récepteur dans la bicouche lipidique. Cependant, cette structure
caractéristique de I'hélice alpha s'étend intracellulaire jusqu'au niveau du domaine juxta
membranaire et peut étre phosphorylée sur des résidus thréonine (Heiserman et al,1990)
impliqués dans la régulation de l'internalisation des récepteurs (Bao et al, 2000) et
association avec d’autres protéines intracellulaires telles que eps8 (Castagnino et al,1995)

la calmoduline ou la protéine kinase C (PKC) (Martin-Nieto et al. 1998) .Contrairement
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au réle inhibiteur initialement identifié des récepteurs tyrosine kinases (Hubart et al,
2004).

- Le domaine intracellulaire constitue le point de départ de l'activation de différentes voies
de signalisation (Jorissen et al, 2003).

- Le domaine intracellulaire comprend également un grand nombre de résidus tyrosine qui
peuvent étre phosphorylés suite a l'activation du récepteur par des ligands spécifiques.
Leur activation dépendra de I'hétéro dimérisation avec un autre membre de la famille HER
(Citriand Yarden, 2006).

2.2.2 Activation de PEGFR :

Différents ligands pour les récepteurs de la famille HER ont été identifiés et classes en
trois groupes selon leur sélectivité pour les récepteurs (Beerli and Hynes, 1996).
Le premier groupe comprend la neuréguline (NRG), qui est ensuite divisée en deux groupes
selon leur capacité a se lier sous-groupes ErbB4 (NRG-3 et -4) ou ErbB4 et ErbB3 (NRG-1 et
-2).Un deuxiéme groupe de ligands a une double affinité pour I'EGFR et 'ErbB4 : la B-
cellulose (BTC), le facteur de croissance de type EGF se liant a I'héparine (HB-EGF) et
I'épiréguline (EPR). Enfin, quatre ligands sont spécifiques de I'EGFR : le facteur de
croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance tumoral-a (TGF-a), I'amphiréguline
(AREG) et I'épigenétique (EPG) (Jorissen et al. 2003).

TGF-a NRGs 3/4
AREG BT

HB-EGF
EPG NRGs 1/2 DGl

EPR

Domaine de
liaison au
ligand

Domaine
Tyrosine
Kinase

ErbB4

Figure 11 : Les ligands des membres de la famille HER (D’aprés Ross et al, 2009).

L’EGFR est monomérique et en conformation repliée et ne peut étre dimérisé en
I’absence de ligand. La fixation de deux molécules d’un ligand spécifique conduit a la

dimérisation du récepteur ; il se produit une modification de la conformation du récepteur
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qui dévoile un site d’affinité au niveau du domaine extracellulaire. Cette dimérisation
permet la mise en contact des domaines intracellulaires et leur phosphorylation réciproque
(Viel et al, 2012).
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Figure 12 Mécanismes d’activation de I’EGFR (D’apres Jura et al, 2009).

2.2.3 Voies de signalisation activées par ’EGFR :

Suite a la liaison du ligand, 'EGFR se dimérise avec un autre EGFR (homodimére) ou
un autre membre de la famille HER (héetérodimére). Cette dimérisation est suivie d'une trans-
phosphorylation des résidus tyrosine intracellulaires de chacun des deux partenaires (Olayioye
et al, 2000). Phosphotyrosine due aux motifs de reconnaissance de type SH2 et PTB. Les
acides aminés servent de sites de liaison pour diverses protéines intracellulaires appelées
"protéines adaptatrices” (Figure 13). Les protéines adaptatrices incluent les protéines
"structurelles™ telles que Shc, Grb7, Grb2, PLC-y (PLCy), la tyrosine kinase Src, la Janus
kinase (JAK) et la phosphatidylinositol 3-kinase (P13K), qui constituent le premier maillon
d’activation d'une cascade de phosphorylation de protéines intracellulaires appartenant a une

voie de signalisation différente (Marmor et Yarden, 2004 ; Pennock & Wang, 2008).

L'EGFR est au centre de I'intégration et de la redistribution de divers signaux, résultant
en un effet biologique d'activation trés diversifié. C'est le systeme de "redistribution de
I'information de Il'amplification du signal. Ainsi, 'EGFR active trois voies majeures de
prolifération et de survie: la voie RAS/RAF/MEK/MAPK, la voie PISBK/AKT/mTOR et la
voie JAK/STAT.
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Figure 13 : Principales voies de signalisation activées par ’EGFR (D’aprés Nyati M et al, 2006)
* Lavoie RASIMAPK :

La voie des Ras/Raf/MEK/MAPK est initiée par liaison des protéines adaptatrices Shc ou
Grb2 sur ’EGFR. La proteine Grb2 liée de maniere constitutive a Sos (Son of Sevenless) peut
soit interagir indirectement avec I'EGFR via Shc, soit se lier directement a la phosphotyrosine
du récepteur (Sasaoka et al, 1994).Dans ce cas, le complexe Grb2/Sos active a son tour les
sérine/thréonine kinases des familles RAF, A-RAF, B-RAF, notamment RAF-1, en apportant
de I'énergie sous forme de GTPase Ras pour activer la GTPase Ras GDP(Hallberg et al,1994).
Une cascade de phosphorylation par les kinases MEK-1/2 conduit a la phosphorylation des
kinases ERK-1/2, elles-mémes responsables de la phosphorylation des facteurs de
transcription La voie des MAPK contréle essentiellement I’expression de protéines
impliquées dans la survie, la différenciation et la prolifération cellulaire (Figure 13)
(\Vaillancourt et al, 1994).

« Lavoie PI3K/MTOR :

L’EGFR peut également prendre part a la régulation du métabolisme des phospholipides
par association des phosphotyrosines du récepteur a la sous-unité p85 de la PI3K (Figurel4)
(Carpenter et al, 1993). A partir du phosphatidyl inositol-4,5-triphosphate (PIP2), la PI3K
catalyse la production de phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) servant de point

d’ancrage a la sérine-théonine kinase AKT (protéine kinase B).L’ AKT est alors elle-méme
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activée par phosphorylation, essentiellement par la kinase-1 dépendante des phosphoinositides
(Phosphoinositide-dependant kinase-1) (Nicholson et Anderson, 2002).

Les sérine/thréonine kinases AKT et mTOR, ainsi que le facteur de transcription NF-«xB, sont
des relais essentiels de cette voie impliquée respectivement la transformation cellulaire, la

croissance et I’apoptose (Maehama et Dixon, 1998).

e
S

\"‘N

AF
7

/E\

/
|

WG,
\RK

P ®
fa)  dh
facteurs de
transcription

prolifgration
Figure 14 : Voie des RAS/MAPK etPI3K/mTOR apres activation par ’EGFR.
* Voie JAK/STAT :

Les STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription) sont des protéines
impliquées dans différents processus cellulaires tels que la différenciation, la proliferation
cellulaire et I’apoptose (Ihle, Nosaka et al. 1997).Sept membres de la famille STAT ont été
identifiés. Les protéines STATSs 1, 3, 5a et 5b sont activées en réponse aux cytokines, mais

¢galement a divers facteurs de croissance tels que 'EGF, le PDGF, IGF-1. Les protéines

STATSs 2, 4 et 6 sont stimulées par I’interféron-a ou par différentes interleukines.

Les protéines STATSs sont des facteurs de transcription inactifs, qui sont activés apres
stimulation du récepteur spécifique de la famille de kinases JAK (Janus Kinase). Son
activation entraine sa dimérisation puis sa translocation au noyau, induisant la transcription

des différents génes impliqués dans le processus tumoral (Silva, 2004).
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I11.  Modalités thérapeutiques :

1 Thérapies conventionnelles :

Sans traitement, la survie médiane est de 6 semaines pour les patients atteints d'une
maladie étendue et de 12 semaines pour les patients atteints d'une maladie localisée. Etant
donné que le CBPC est considéré comme une maladie systémique chez la plupart des patients,
la chimiothérapie systémique est le traitement de choix. Dans de nombreux cas, il est
administré en méme temps que la radiothérapie. Lorsqu'une intervention chirurgicale est
pratiquée, une chimiothérapie adjuvante est recommandée. La radiothérapie n'est plus utilisée

de maniere isolée (lan Hunt et al, 2009).
1.1.Chirurgie :

Il s'agit d'enlever la tumeur en faisant une lobectomie (ablation du lobe du poumon ou se
trouve la tumeur) ou une pneumonectomie (ablation du poumon affecté). Elle s'applique

principalement au CBPC si le stade du cancer et I'état du patient le permettent (FRM, 2022).

1.2.Radiotherapie :

Depuis les annees 1970, la radiothérapie a démontré son intérét chez les patients atteints
d'un cancer bronchique primitif. Depuis, des avancées technologiques ont éte réalisées qui
permet une irradiation de plus en plus précise. Aujourd’hui, plusieurs modalités d'irradiation
sont disponibles : irradiation conforme, modulation d'intensité, tomothérapie, stéréotaxie et

protonthérapie. Elle intervient a plusieurs niveaux de soins (Roswit, 1968).
1.3.Chimiothérapie :

La chimiothérapie vise a détruire les cellules cancéreuses et a prévenir les récidives
locales et les métastases. Elle est souvent associée a d'autres traitements comme la chirurgie,
la radiothérapie, I'normonothérapie et I'immunothérapie (Derniame 2006).Elle est associée ou
non a la radiothérapie et constitue le principal traitement des CBNPC. Cela inclut le
Cisplatine associé a un alcaloide de la pervenche (Vinorelbine) ou le Carboplatine associé a
du Paclitaxel ou a I'Etoposide (Denotte. 2009 ; Emery . 2014).
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2 Biothérapies:
2.1 Marqueurs moléculaires :

De nouveaux biomarqueurs prédictifs de l'efficacité thérapeutique du CBNPC continuent
d'apparaitre, principalement pour I’adénocarcinome, mais les biomarqueurs validés
cliniquement a I'neure actuelle sont les suivants : EGFR, KRAS, ALK, BRAF, ROS1, RET,
MET (Hirsch et al, 2016).

Tableau 01 : Marqueurs moléculaires du CBNPC et leurs fréquences

Marqueurs moléculaires Fréquences

EGFR 10-40%
KRAS 15-30%
ALK 4-T%
BRAF 5%

ROS1 3%

RET 3%

MET 3%

2.1.1 Mutations :
1. EGFR

Les mutations activatrices du gene EGFR ont lieu sur les exons 18 a 21 au niveau du
domaine tyrosine kinase de ’EGFR (Figurel5). Ces mutations sont associées a un gain de
fonction du récepteur muté souvent lié a une autophosphorylation du site kinase, induisant
I’activation constitutive de la protéine EGFR et de ses voies d’aval ce qui permet la survie et

la prolifération des cellules tumorales.

Dans le CBNPC, deux mutations d’EGFR sont les plus fréquentes qui représentent plus de
85% de I’ensemble de ces mutations: 1) la mutation L858R dans I’exon 21 comptent pour 40
a 45% de ces mutations , substitution d’une Leucine en Arginine au niveau du codon 858,

2) les délétions au niveau de I’exon 19 (Del-19) qui représente environ 45% d’entre ces
mutations, d’au moins cinqg codons 746 a 750, emportant systématiquement la séquence

d’acides aminés« leucine, arginine, glutamate, alanine .D’autres mutations plus rares ont été
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décrites dans 1’exon 18, tandis que les mutations ont lieu sur I’exon 20 sont liées plus a la
résistance aux thérapies ciblées anti-EGFR .La fréquence de ces mutations dans les CBNPC
varie selon les populations étudiées et certaines caractéristiques cliniques. Elles sont plus

fréquentes chez les femmes, les non-fumeurs et les populations asiatiques.

44-45%
e 40-45%
sensitivity 3-5% 1% 2-3%
N V765A -
G719 X Exon19 deletion T783A L858R L861Q
Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21
. D7GJY Ins:tlon T?SpM

resistance <1% 3.5% 1%

Figure 15 : Mutations de ’EGFR et ses sensibilités aux thérapie anti-EGFR
(D’aprés Wu, 2012)

2. KRAS

Le géne KRAS (Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma virus oncogene homolog) est un oncogene
qui code pour une petite protéine de transduction GTPase appelée KRAS. Le Kras mutant a
une fonction différente de son homologue normal, empéchant le GAP d'augmenter l'activité
de la GTPase. La protéine Kras poursuit alors son état actif, lié de maniére constitutive au
GTP, qui active la voie RAS/MAPK en aval de ’EGFR, entrainant une survie cellulaire
anormale et une prolifération incontrolée (Hanahan et al, 2011). Ces mutations se produisent
fréquemment aux codons 12 et 13 au sein de 1’exon 2 situés dans la boucle P de liaison au
GTP (Riely et al, 2008 ; Wickia et al, 2010).Les mutations de KRAS sont considérée comme
un facteur de mauvais pronostic et de résistance accrue aux thérapies ciblées anti-EGFR et
chimiothérapies. Elles sont mutuellement exclusives des mutations de ’EGFR et plus
fréquentes chez les patients fumeurs atteints de CBNPC (Jansik et al, 2010 ; Kerr et al, 2021).

3. BRAF

Les mutations du géne BRAF sont impliquées dans I’activation de la voie RAS/MAPK en
aval de P’EGFR. Dans les CBNPC, ces mutations sont retrouvées dans environ 2% des cas.
Elles sont mutuellement exclusives des mutations de ’EGFR et Kras et a tendance a affecter

les fumeurs ou les anciens fumeurs ( Kerr et al, 2021).
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2.1.2 Réarrangements chromosomiques :

Ces réarrangements ou fusions, généralement, se forment lorsqu’un geéne se détache et
se rejoignent & autre géne dans une autre position, ce qui augmente l'activité de cette voie

oncogenique.

La premiere anomalie identifiée dans CBNPC est celle du géne ALK qui se produit
lorsque les deux génes EML4 et ALK fusionnent, en augmentant l'activité de I'ALK. Ces
fusions sont retrouvées chez 4 a 7% des patients porteurs d’adénocarcinomes. Elles touchent
plus les patients jeunes et semblent indépendante du tabagisme. D’autres fusions sont
impliqué dans la carcinogenese de CBNPC tels que ROS1 et RET. Ces réarrangements
conduisent a la formation de protéines de fusion dont le domaine tyrosine Kkinase est

constitutivement actif. Elles touchent plus les patients non-fumeurs (Guibert et al, 2016).
2.2 Thérapies ciblées :

Les thérapies ciblées bloquent des mécanismes spécifiques de croissance ou propagation
des cellules cancéreuses, en interférant avec des altérations moléculaires ou avec des

mécanismes qui sont a I’origine de leur développement ou de leur dissemination(INCa, 2016).

Le succés des médicaments de « thérapie ciblée » est intimement lié a la connaissance des
mécanismes moléculaires de cancérogenése, a I’identification d’une cible thérapeutique et a la
possibilite de sélectionner, sur la base de connaissances biologiques, des patients dont la
tumeur sera susceptible de répondre au traitement. Les premieres cibles thérapeutiques ont été
et restent encore aujourd’hui des protéines kinases. L’implication de protéines kinases dans le
contr6le de la prolifération cellulaire est majeure. Elles sont souvent activées par des
mutations, translocations ou amplifications géniques dans les cellules tumorales (Guibert et al,
2014).

Les premicres thérapies ciblées développées sont visées a inhiber ’EGFR, de par le
role clé que joue ’EGFR dans la carcinogenese pulmonaire, et a été assez tot identifié comme
une cible thérapeutique potentielle. Ces thérapies sont basées sur les inhibiteurs de l'activité
tyrosine-kinase de ’EGFR (EGFR-TKIs) qui se fixent demaniére compétitive et empéchant la
fixation de I’ATP. La phosphorylation de ’EGFR est inhibée, ce qui provoque I’inactivation
transitoire de I’activité tyrosine kinase. Ultérieurement, les mutations de I’EGFR ont été
identifiées comme facteurs prédictifs de sensibilité aux EGFR-TKIs. Les patients dont les
cellules tumorales présentent ces mutations auront une plus grande sensibilité a ces

traitements que les cellules sans mutation (Ciardiello et Tortora, 2008). Actuellement, les
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thérapies ciblées par EGFR-TKIs sont utilisés en premiere ligne de traitement pour les
patients atteints de CBNPC métastasique (Ruppert et al, 2011).

D’autres classes de thérapies ciblées ont été développées qui visent a inhiber de
différentes voies oncogéniques impliquées dans CBNPC, principalement, des petites
molécules inhibitrices des différents effecteurs des voie RAS et PIK3 « RAS, RAF, MEK,
PIK3CA » et autres voies activées par réarrangements chromosomiques « ALK, ROS1 et
RET » (Guibert et al, 2016).
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1 Meéthodologie

Cette étude épidémiologique et analytique, menée entre février 2023 et juin 2023 s’est
déroulée au service d’oncologie médicale (Centre Anti-Cancer, CAC) au niveau du centre
hospitalo-universitaire (CHU) Ibn-Badis de Constantine. Notre étude se devise en deux
parties : 1) nous avons évalué certains parameétres clinicopathologiques du CBNPC basé sur
les données disponibles de 102 cas. 2) nous avons analysé les mutations du géne EGFR dans

16 échantillons des patients atteints d’un adénocarcinome pulmonaire.
1.1 Population:

Dans notre étude, les criteres d’inclusion étaient les patients ayant un diagnostic
histologique prouvé de cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC), de deux sexes, tout
age confondu, ayant une maladie métastatique ou non et subi ou non un traitement
anticancéreux. L’acquisition des données et échantillons a ¢été faite dans le respect de la
confidentialité¢ et de ’anonymat. Une autorisation nous a été délivrée aupres du CAC de
Constantine, incluant des consentement des malades qui ont participé dans 1’étude

moléculaire.

1.2 Collecte de données :

Les données démographiques et clinicopathologiques disponibles ont été recueillies a

partir des dossiers médicaux des patients pour la période entre Janvier 2021 et Mars 2023.
1.3 Echantillons:

= Cellules : 14 échantillons sanguins de CBNPC ont été obtenu au niveau de service
d’oncologie médicale du CHU de Constantine. Nous avons réussi d’isoler des cellules
tumorales a partir du sang de 7 (adénocarcinome) sur 14 échantillons qui ont été utilisé

pour I’extraction d’ADN ;

= Tissus : 9 échantillons d’ADN d’adénocarcinome pulmonaire, extraits de tissus fixés

au formol et inclus en paraffine (FFIP),ont été obtenu du centre de recherche en
biotechnologie (CRBt). Les échantillons FFIP ont été acquis au service d’anatomo-

pathologie du CHU de Constantine.
2 Etude clinico-pathologique

Notre étude a porté sur 102 patients atteins d’un CBNPC. Nous avons réalisé une analyse

descriptive de données collectées dans le but de décrire les caractéristiques
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clinicopathologiques du CBNPC dans notre population. Les paramétres suivants ont éte
analysés : ’age, le sexe, le tabagisme, autres facteurs de risque, les symptomes, le type

histologique, le stade de la maladie.
3 Analyse des mutations :

3.1 Preéparation des échantillons sanguins :

» L’isolement des cellules tumorales a partir du sang a été effectué par sélection
négative des globules blancs (leucocytes). Le sang a été incubé dans une solution
contenant des anticorps anti-CD45 pour la précipitation des leucocytes. Par la suite les
cellules du sang a été séparées par gradient de densité consiste a centrifuger le sang sur
une solution de Ficoll pendant 20 min. La couche entre le sérum et le Ficoll a été

utilisée pour obtenir des cellules tumorales.

= La mise en culture des cellules isolees dans un milieu de culture DMEM, supplémenté
en sérum (FBS) et antibiotiques, et incubées a 37°C et 5% CO2 a I’incubateur pour au

moins 15 jours ;
= Lacollecte des cellules (culot) via centrifugation a 10,000 rpm pendant 3 min ;

= Le culot cellulaire a été congelé a -20°C pour I’extraction ultérieure d’ ADN.
3.2 Extraction de PADN :

Le Kit « Pure Link Genomic DNA (Thermofisher scientific) » a été utilisé pour
I’extraction d’ADN selon les recommandations du fabricant.

Les étapes de I’extraction sont les suivantes :

= Etape de lyse :

Le culot cellulaire a été résuspendu dans 200 pl de tampon du PBS, puis a subi deux étapes de

digestion :

- Ajouter 20 pl de la protéinase K et 20 ul de RNase A, pour prévenir une éventuelle
contamination par I’ARN, a I’échantillon en agitant bri¢vement au vortex et incuber a

température ambiante pendant 2 min ;

- Ajouter 200 pl du tampon de lyse/fixation avec I’agitation au vortex et incuber a 55° C

pendant 10 min pour favoriser la digestion des protéines ;

- Ajouter 200 ul de I’éthanol & 96-100 % au lysat et incuber en 5 secs pour obtenir une
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solution homogeéne.

= Filtration de lysat pour récupérer d'’ADN :

- Lasolution du lysat a été transféré a une colonne de gel de silice (spin column) placée
dans un tube collecteur de 2 ml.

- Les tubes ont été ensuite centrifugés pendant 1min a 10,000 rpm (rotation par minute) a

température ambiante.

= Etape du lavage de I’ADN fixé :

Deux étapes du lavage successives ont été réalisées sur I’ADN fixé a la colonne de gel de

silice :

Ajouter 500 pl de tampon de lavage 1 préparé avec de I’éthanol et centrifuger a 10,000

rpm pendant 1 min. a température ambiante ;

- Ajouter 500 pl de tampon de lavage 2 préparé avec de I’éthanol a la colonne et
centrifuger, placé dans un nouveau tube collecteur, a vitesse maximale pendant 3 min a

température ambiante.

= Elution de ’ADN :

- 25-35 pl du tampon d’¢lution a été introduit a la colonne de gel de silice, placé dans un

tube collecteur de 1.5 ml, et incuber a température ambiante pendant 10 min.

- Puis il a été centrifugé a une vitesse maximale pendant 1 minute pour éluer la solution
d’ADN .

- L’ADN purifié a été stocké a -20° C pour une utilisation ultérieure.
3.3 Evaluation de quantité et pureté de ’ADN :

La quantité et la qualité de I’ADN extrait a été évalué par dosage d’absorbance a la
longueur d’onde de 260 et 280 nm, en utilisant « Nano Drop 8000 (Thermo Scientific) » qui

est un spectrophotométre UV-visible.

Un volume de 1-1,5ul de solution de I’ADN a été déposé sur le socle de Nano Drop en
vue mesurer d’absorbance & 260 et 280 nm .Le résultat du dosage montre principalement la
concentration (ng/pl) et les rapports de pureté. Généralement, le ratio A260/A280 avec des

valeurs entre 1,8 et 2 signifie d’ADN étre pure.




Chapitre Il : Matériels & Méthodes

3.4 Détection des mutations :

Les exons 19 et 21 du gene EGFR ont été séquences pour chercher la présence des

mutations en utilisant la technique PCR suivi du séquengage capillaire.

3.4.1 Principe et méthodologie :

» Principe de la PCR :

La PCR (Polymerase Chain Reaction) découverte en 1986 par Kary Mullis est une
méthode permettant I’amplification d’une séquence spécifique d’ADN en présence
d’amorces. Le principe de I’amplification d’une région spécifique d'un acide nucléique donné
repose sur la répétition d’un cycle, afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et
I’analyser. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la fin de chaque cycle
servent de matrice pour le cycle suivant, ’amplification est donc exponentielle (Borde, 2006).
Chaque cycle contient 3 etapes : 1) Dénaturation thermique a 95°C, 2) Hybridation des
amorces a une temperature comprise entre 50-65°C qui permet une fixation optimale des
amorces, 3) Elongation a 72 °C par I’ADN polymérase a partir des amorces hybridees
(Somma et al, 2006).

La PCR est realisée par le milieu réactionnel incluant ’ADN a amplifier, la Taq
polymérase, les désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP), les deux amorces, un tampon et
des ions magnésium (MgClz). Ces deux derniers composants définissent un milieu avec un

PH et une concentration saline optimales pour le bon fonctionnement de Taq polymérase.

» Principe de la méthode Sanger :

La méthode de sanger appelée « Dideoxynucleotide Sequencing» ou « Chain Termination
Sequencing » développée principalement par Frederick Sanger, a pour but de séquencer des
¢chantillons d’ADN, donc de connaitre 1I’ordre dans lequel sont positionnés les 4 nucléotides :
A, C, G et T (Carpente et al, 2019).Brievement, la séquence d’ADN cible est amplifiée par
PCR et dénaturée pour obtenir un simple brin. Un ADN polymérase fait la synthese de I’ADN
complémentaire a 1’aide d’une amorce spécifique, de I’extrémité 5’ vers I’extrémité 3’, il
ajoute les dNTP complémentaires et de maniére aléatoire et inconstante des di-dNTP
(ddNTP). Ainsi, les 4 réactions avec les 4 ddNTP permettent d’obtenir statistiquement autant
de séquences interrompues de différentes tailles que de nucléotides de la séquence analysée
(Figure 16).
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Figure 16 : Principe du sequencage par la méthode Sanger (D’aprés Parlons Sciences).
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- Méthodologie -

La détection des mutations par sequencage capillaire (méthode Sanger) consiste en :

La purification de produits amplifiés ;

La vérification du produit de PCR sur gel d’agarose ;

PCR, en utilisant des amorces doubles-sens spécifiques de la séquence ciblée ;

Le sequencage de la séquence d’ADN ciblé en 03 étapes : réaction de séquencage,

purification des produits du séquencage et séquencage capillaire.

3.4.2 PCR

La PCR a été réalisée en utilisant des amorces spécifiques ciblant les exons de 'EGFR ou

on va chercher la présence de mutations .Les sequences des amorces, utilisées pour amplifier

les exons 19 et 21,leurs tailles de produits PCR (amplicon) sont indiqué dans le tableau 02 :
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Tableau 02 : Les amorces utilisées pour la PCR et le séquencage.

Séquence Amplicon

Forward 5’-ATGTGGCACCATCTCACAATTGCC-3’
Exon 19 219 pb
Reverse 5’-CCACACAGCAAAGCAGAAACTCAC-3’

Forward 5’-GCTCAGAGCCTGGCATGAA-3’

Exon 21
Reverse 5’-CATCCTCCCCTGCATGTGT-3’ 348 pb

Protocole :

Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 20ul qui comporte différents

composants de la réaction qui sont indiques dans le tableau 03.

Tableau 03 : Les composants de la réaction PCR.

Concentration Volume

Taq polymérase 25U 0.5l
Mixe Dntp 250 uM 0.5l
MgCl, 2.5mM 1wl

PCR Buffer (10x) 1 2 ul

Amorce forward 0.3uM 1.2l
Amorce reverse 0.3 uM 1.2l
DNA Template 50-100ng 5ul

H,0 Il 8.6 ul
VVolume total 20 ul

Ensuite les tube PCR 0.2 ml contenant les réactions PCR ont été placés dans un
thermocycleur (Mini Amp, Applied Biosystems) pour enchainer les étapes d’amplification

selon le programme indique dans le tableau 04.
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Tableau 04 : Conditions de thermocyclage de la PCR

Etape Température Durée Cycle
Dénaturation initiale 94°C 5 min 1
Dénaturation finale 94°C 1min

. o . 30
Hybridation 57°C 1min
Elongation 72°C 1 min
Extension 72°C 10 min 1

3.4.3 Visualisation des produits PCR par électrophorese :

L’électrophorése sur gel d’agarose permet la séparation de fragments d’ADN de
différentes tailles (200-15000 pb). Les produits d’amplification ont été soumis a une

électrophorese sur gel d’agarose a 1- 2% selon leurs tailles.

Il consiste en un gel a 2% d'agarose dans le tampon TBE, contenant un colorant du gel
d’ADN a une concentration de 0.001%, dans une cuve d’électrophorese .Les échantillons
d’ADN ont été mixé avec du tampon de charge et déposé dans les puits du gel. De plus, un
marqueur de poids moléculaire de 100 pb a été utilisé pour déterminer la taille des séquences.
IIs ont migré (charge négative) dans un tampon TBE de la cathode vers I’anode via un champ

électrique (90-100V) pendant 30 min.

Les produits de PCR migrés ont été visualisés, sous forme de bandes, en utilisant un

systéme d’imagerie du gel (Gel Doc XR, Bio-Rad) (Figure 17).

Marqueur
de taille

!
)
i
'
:

Figure 17 : Gel d’électrophorése pour la détection des exons 19 et 21.

Exon 21

Exon 19
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3.4.4 Séquencage capillaire :

« Purification des produits PCR :

Les produits PCR de la précédente étape ont €té purifiés a partir du mixe de la réaction
PCR pour éliminer tous les composeés en exces : dNTPs ,amorces, enzyme, MgCl». Le kit
Exosapit (Applied Biosystems) ont été utilisé selon les recommandations du fabricant.

« Réaction de séqguencage et purification des produits du séquencage :

Les produits PCR purifiés ont été séquencés en utilisant le kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing a I’aide du séquenceur capillaire ABI 3500x1 (Applied Biosystems) .La réaction
de séquencage (20 ul) a été réalisée en présence des composants :Big Dyeready reaction mix,
Big Dye sequencing buffer, amorces, et le produit PCR purifié (25-40 ng). Les réactions ont
subi au programme de 35 cycles : 96° (10 sec), 50° (5 sec), et 60° (4 min) dans un
thermocycleur. Ensuite, les produits du sequengage ont été purifiés par le kit Big Dye X
Terminator Purification (Applied Biosystem) pour éliminer les éléments restants: enzyme,
amorces, dNTP, ddNTP.

Séquenceur capillaire :

Le séquenceur 3500 xL, qui est basé sur le principe de I’¢lectrophorese capillaire, a été
utilisé pour analyser les produits du séquencage purifiés. L’analyse spectrale permet alors de
déterminer la séquence nucléotidique. Le logiciel du séquenceur Seq Scape Software a été
utilisé pour I’analyse des données issues de séquenceur, présentées sous forme des

électrophorégrammes.

Analyse des séquences pour chercher des mutations :

Les séquences nucléotidiques ont été alignées a la séquence de référence de ’EGFR
répertoriée dans la base de données Gen Bank. Les chromatogrammes issus de logiciel du

séquenceur sont analysés pour identifier et confirmer la présence des mutations.
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1 Profil clinicopathologique du CBNPC :

Notre étude rétrospective portant sur 102 patients atteints de CBNPC au niveau du
C.A.C de Constantine (CHU Ben-Badis). Dans le but de décrire les caractéristiques
clinicopathologique du CBNPC dans notre population, nous avons examiné certains
parametres issus de données cliniques disponibles. Vu que la majorité des patients
inclus habitent la wilaya de Constantine etles wilayas limitrophes, nos résultats
présentent les caractéristiques clinicopathologiques du CBNPC dans I’Est algérien.

1.1. Age:
Les sujets ont été divisés en 4 groupes selon I'age : <50, 50-60, 60-70 et >70 ans

(Figure 18).L'age médian (sexe confondu) était de 65.5 ans [25-83 ans]. Dans notre
population d’étude, présde 70% des cas agés de 60 ans et plus, alors que les patients de
moins de 50 ans ne représentaient que 9%. Nos résultats sont similaires a ceux de
Ketfiet al. (2020) et Harir et al. (2014) sur les patients algériens, ainsi qu’avec celles
d’études marocaines et tunisiennes (Missaoui et al, 2011 ; Blemokhtar et al, 2019).
Cependant, selon les études portées sur d’autres populations, en particulier nord-
américaines, I’dge médian pour les patients atteins de cancer bronchique est de 70 ans
(ASCO).
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Figure 18 : Répartition des patients selon la tranche d’age.
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1.2. Sexe:

Les patients atteints de CBNPC dans notre série étaient majoritairement des hommes. 86
casétaient de sexe masculin, soit 84,3%, et 16 cas étaient de sexe féminin, soit 15,7 %, avec
un rapport homme/femme de 5,4 (Figure 19). Nos résultats concordent avec les données
présentéesdans le registre de cancer de la willaya de Constantine (Lakehal et al, 2021) et
I’étude Otsmane et al. (2018). Ainsi que ces résultats sont comparables avec ceux d’études
tunisiennes et marocaines (Blemokhtar et al, 2019 ; Haimer et al, 2019). De méme, selon
I’estimation mondiale, le rapport homme/femme varie d'une région a ’autre, le plus faible a
été rapporté dansla région nord-américaine (1,2%) et le plus élevé dans la région nord-
africaine (5,6%) (Globocan, 2020). Cela peut étre expliqué par le faible pourcentage des

femmes fumeurs dans notre population.
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Figure 19 : Répartition des patients selon le sexe

1.3. Facteursde risque :
Dans notre série, le tabagisme est estimé a 77%, alors que les non-fumeurs

représentaient prés de 23 % des cas (Figure 20). Le tabagisme joue un réle fondamental chez
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les deux sexes en tant que facteur de risque. L'augmentation de l'incidence du cancer
bronchique ces derniéres années s'est accompagnée d'une augmentation de la consommation
du tabac. En Algérie, elle est estimée a 25000 tonnes par an, notamment pour les cigarettes
blondes (Hamdi et al, 2010). Les résultats de cette étude sont comparables avec ceux de
1I’étude de Ketfi et al. (2020) en Algérie. En revanche, dans autres études en Algérie, Tunisie
et Maroc, les patients fumeurs représentaient90-95% des cas (Missaoui et al, 2011 ; Harir et
al, 2014 ; Blemokhtar et al, 2019 ; Bounedjar et al, 2020). Cependant, nos résultats sont en
accord avec les données de la littérature, Zhang et al. (2021) indique que 10-25% des patients
atteints de cancer bronchique sont non-fumeurs. Il est a noter que I’incidence du cancer
bronchique chez les non-fumeurs semble étre augmentée, ce qui suggere probablement

d’autres facteurs de risques.

B Fumeurs M Non-fumeurs

Figure 20 : Répartition des patients selon le statut tabagique.

Notre étude montre que le principal facteur de risque chez ’homme est le tabac, suivi de
consommation de I’alcool qui a été signalé dans 18,7 % des cas. Nos résultats sont en accord avec
I’étude de Tafenzi et al. (2023) sur la population marocaine. Dans une étude portée sur des patients
europeéens, Icard et al. (2020) ont trouvé que la consommation de 1’alcool est associée au 26.3%

des cas du cancer bronchique.
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En termes d’antécédents personnels ou comorbidité, notre étude a révélé que 51 (50%)
des cas présentaient des antécédents personnels. Les maladies chroniques étaient les plus
fréquentes telles que 1’hypertension et le diabéte qui représentent 21.6% et 14 %,
respectivement, bien que les maladies pulmonaires et les autres affections dans 4% et 10.8 %
des cas, respectivement. Nos résultats sont compatibles de celle de 1’étude marocaine de
Belmokhtar et al, 2019, ou ils ont montré que I'HTA et le diabéte étaient les affections les

plus fréquentes parmi les patients atteintsde cancer bronchique de deux sexes.

1.4 Symptomes :

Dans notre série, les symptdmes respiratoires sont les plus fréquents « la toux, les
douleurs thoraciques, la dyspnée » qui représentent 42%, 30,5% et 18%, respectivement.
Nos résultats sont comparables a ceux de 1’é¢tude marocaine de Belmokhtar et al. (2019). Les
autres signes cliniques telles que la fiévre, les vertiges, les vomissements et les
amaigrissements sont comprismoins de 10%. Ces résultats sont en concordance avec la
littérature, (Athey et al, 2018), dans uneétude a grande échelle, ont rapporté la prédominance

de ces symptdmes.

1.5. Types histologiques :

L'adénocarcinome est le type histologique le plus fréquent chez les deux sexes dans
notre étude, soit 76%, suivi du carcinome épidermoide dans 19%, tandis que les autres sous-
types combinés ne représentent que 5% des cas (Figure 21). Nos résultats sont comparables
avec les résultats des études menées en Algérie et au Maroc (Ostmane et al, 2018 ;
Bounedjar et al, 2020 ; Ketfi et al, 2020 ; Blemokhtar et al, 2019). Par contre, la répartition
de nos patients selon les types histologiques differe celle de 1’étude de Harir et al. (2014) en
Algérie et Missaouiet al. (2011) en Tunisie, ou le carcinome épidermoide était le type
histologique le plus fréquent. Ceci est en accord avec les données de la littérature actuelles
ou lI"adénocarcinome devient le type histologique majoritaire. De plus, les patients atteints
de CBNPC, femmes et non-fumeurs, ont une prédominance plus marquée d’adénocarcinome
(Gadelis et al, 2013 ; Sakhri et Bertocchi,2019).
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B Adénocarcinome M Carcinome épidermoide B CBNPC, Autres

Figure 21 : Répartition des patients selon le sous-type histologique.
1.6. Stade de la maladie :

Selon la classification TNM, notre étude indique que 64 % des cas présentent un
stade métastasique (stade I1\VV) au moment du diagnostic et 36% des stades non-métastasiques
(stades llet I11). Dans notre série, les localisations métastasiques les plus fréquents étaient la
localisation osseuse (48.5%) suivi par la localisation cérébrale (16%) et hépatique (9%)
(Tableau 05)

Des résultats similaires ont été rapportés dans autres études nationales et régionales (Harir et
al, 2014 ; Ketfi et al, 2020 ; Bounedjar et al, 2020 ; Ben Amar et al, 2016 ; Harizi et al, 2018).
Ainsi que la répartition de nos patients selon la localisation de métastase est en accord avec

les donnéesde la littérature (Li et al, 2019).

En effet, selon les données mondiales, la majorité des patients atteints de cancer bronchique
ayant au moment du diagnostic un stade avancé (stade Il ou I1V), cela est expliqué par le
diagnostic tardif (Sung et al, 2021).
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Tableau 05 : Répartition des patients selon le stade de la maladie.

Stade N =102
Non métastasique 36% Stade Il 14%
Stade I11 22%
Osseuse 48.5%
Cérébral 16%
Meétastasique (Stade 1V) 64% Hepatique 9%
Surrénal 5%
Autre 9%
Indéterminé 12.5%

2 Mutations de PEGFR dans I’adénocarcinome pulmonaire :

Dans notre étude, nous avons analysé les mutations de ’EGFR dans un groupe de 16
patients atteints d’adénocarcinome métastasique, en utilisant la technique PCR suivi du
sequencage capillaire pour chercher des mutations au niveau des exons 19 et 21 du gene
EGFR.

La méthode du séquencage capillaire reste la technique idéale pour détecter des mutations
connues et inconnues et peut étre utilisée pour identifier des mutations de type ponctuelle
(substitution : un changement d'une base par une autre base) ou des délétions (suppression

d’une ou plusieurs paires de bases existantes).

Dans notre résultat , les mutations du génes EGFR a été détectées dans 9 sur 16 échantillons,
soit 56%, ou I’analyse moléculaire a été réussi. Nous avons trouvé la mutation ponctuelle
L858R dans tous les cas présentant une mutation de I’EGFR. La figure 22 montre un exemple

de mutation L858R dans I’exon 21 (Substitution, T—G) identifiée dans notre analyse.

Les deux mutations de I’EGFR les plus fréequentes dans CBNPC sont la mutation

L858R dans I’exon 21 et les délétions dans I’exon 19 qui représentent 40 et 45% des cas,




Chapitre 111 : Résultats & Discussions

respectivement (Harrison et al. 2020). Alors que I'une de ces mutations a été détectée dans
notre étude, en termes de la répartition, notre résultat est désaccord avec les données de la

littérature.

170
T

Exon 21

Figure 22 : Electrophorégramme de mutation L858R de ’EGFR

Dans notre étude, nous avons observé un taux d’incidence élevé de la mutation L858R
de I’EGFR comparé aux ceux rapportés chez les patients Caucasiens dont ceux de la région du

Moyen orient et Afrique du nord.

L’incidence des mutations de ’EGFR a des variations selon les populations étudiées.
L’étude de Midha et al. (2015) a montré que ces mutations sont plus fréquentes chez les
patients asiatiques représentant plus de 45%, tandis qu’elles sont moins fréquentes chez les
patients caucasiens représentant prés de 20%, dont 22% en Amérique du nord et 15% en
Europe. Des études maghrébines ont trouvé des taux des mutations de 22% chez les patients
marocaines et 11.5% chez des patients tunisiens (Arfaoui et al, 2018 ; Lemine Sow et al,
2021). Cependant une étude tunisienne récente a indiqué une fréquence de 43%
(Abdelmaksoud et al, 2022). De plus, une étude menée sur une population de la région du
Moyen orient et Afrique du nord a démontré un taux de mutations de 31.3% (Jazieh et al,
2019).

Nous avons évalué 1’association de la présence de mutations de I’EGFR avec certains

parametres cliniques tels que 1’age, le sexe et le tabagisme (Tableau 06).
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Tableau 06 : Caracteristiques cliniques des patients selon la présence de mutations de ’EGFR.

Total EGFR muté EGFR non-muté
N=16 N = 9 (56%) N =7 (44%)
Age, Médian 59 [43-84] 58 [43-67] 60 [51-84]
Sexe :
Homme 12 6 (50%) 6 (50%)
Femme 4 3 (75%) 1 (25%)
Tabagisme :
Fumeur 10 5 (50%) 5 (50%)
Non-fumeur 6 4 (66.7%) 2 (33.3%)

Nous avons observé que ces mutations étaient plus fréquentes chez les femmes
comparées aux hommes (75% vs 50%) et chez les non-fumeurs comparés aux fumeurs (66.7%
vs 50%), ce qui est en accord avec les données de la littérature, les non-fumeurs et les

femmes sont plus susceptibles d’avoir les mutations de ’EGFR (Midha et al, 2015).







Conclusion

CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons décrit le profil clinicopathologique d’une cohorte de
102 patients atteints de CBNPC au niveau du CAC de Constantine (CHU Benbadis). Ainsi

que les mutations du géne EGFR ont a été analysé chez 16 patients atteints de CBNPC.

Notre étude clinicopathologique du CBNPC a montré une prédominance masculine
et avec un 4gé médian de 65 ans au moment du diagnostic. Le tabagisme reste le principal
facteurde risque du CBNPC chez I’homme, mais son incidence semble €tre augmentée
chez les non- fumeurs, ce qui suggere probablement d’autres facteurs de risques. Notre
étude a affirmé une prédominance de 1’adénocarcinome, comme le sous-type histologique
le plus fréquent dans le cancer bronchique, et un diagnostic tardif considérant que la

majorité des patients ont été diagnostiqués a un stade avance.

L’analyse des mutations du gene EGFR, effectué chez un groupe des patients porteurs
d’un adénocarcinome meétastasique, a montré une incidence élevée de ces mutations
comparé auxceux rapportés chez les patients de la région du Moyen-Orient et de I'Afrique
du Nord. Il y avait une prédominance de la mutation ponctuelle L858R située dans 1’exon

21. De plus, ces mutations étaient plus fréquentes chez les femmes et les non-fumeurs.

Pour une meilleure prise en charge des patients atteints de CBNPC, il important de
miseplace un programme national de lutte contre tabac et de faciliter I'acces de nos aux tests
moléculaires des biomarqueurs du CBNPC, en particulier ’EGFR, pour bénéficier de

nouvellesthérapies ciblées.
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ANNEXE C : La 8™ classification TNM du cancer broncho-pulmonaire

T - Tumeur

Tx Tumeur primaire non connue ou tumeur prouvée par la présence de cellules malignesdans les sécrétions
broncho-pulmonaires mais non visible aux examens radiologiques et endoscopiques.

TO Absence de tumeur identifiable.

Tis Carcinome in situ.

Tumeur de 3 cm ou moins dans ses plus grandes dimensions, entourée par du poumon ou de la plévre

T1 viscérale, sans évidence d'invasion plus proximale que les bronches lobaires a la bronchoscopie (pas
dans les bronches souches).

T1la(mi) Adénocarcinome minimalement-invasif

Tla <lcm

Tlb >lcmet<2cm

Tic >2cmet<3cm
Tumeur de plus de 3 cm, mais de moins de 5 cm OU avec un quelconque des éléments suivants :

T2 Envahissement d'une bronche souche quelle que soit sa distance par rapport a la carene mais sans
envahissement de la carene, Envahissement de laplévre viscérale, Existence d'une atélectasie ou
pneumonie obstructive

T2a >3 cm mais <4 cm

T2b >4 cm mais <5cm
Tumeur de plus de 5 cm et de moins de 7 cm, OU associée a un(des) nodule(s) tumoral(aux) distinct(s)

T3 dans le méme lobe, OU envahissant directement : la paroi thoracique (incluant les tumeurs du sommet),
le nerf phrénique, la plévre pariétale oule péricarde pariétal.

Tumeur de plus de 7 cm OU associée a des nodules tumoraux sépares dans deux lobes différents du

T4 méme poumon, OU envahissant directement : le médiastin, le coeur ou les gros vaisseaux, la trachée, ou
la caréne, le diaphragme, le nerf récurrent,l’cesophage, un(des) corps vertébral(ux).

N - Adénopathies

NX Envahissement locorégional inconnu.

NO Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux.

N1 Métastases ganglionnaires péri-bronchiques homolatérales et/ou hilaires homolatérales
incluant une extension directe.

N2 Métastases dans les ganglions médiastinaux homolatéraux ou dans les ganglions sous caténaires

N3 Métastases ganglionnaires médiastinales controlatérales ou hilaires controlatérales ouscaléniques, sus
claviculaires homo- ou controlatérales.

M - Métastases

MO Pas de métastase a distance.

M1 Existence de métastases :

M1la Nodule(s) tumoral(ux) séparés dans un lobe controlatéral, ou nodules pleuraux oupleurésie maligne
ou péricardite maligne

M1b Une seule métastase extra-thoracigue dans un seul organe

Mlc Plusieurs métastases extra-thoraciques dans un seul ou plusieurs organes




ANNEXE D : Techniques d’extraction d’ADN




ANNEXE E : Evaluation de quantité et pureté de I’ADN :
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ANNEXE F : Visualisation des produits PCR par électrophorese :

1) Préparation de gel d’agarose :

3) Visualisation des produits PCR par le systéme d’imagerie du gel (Gel Doc XR, Bio-Rad) :

werl =

i B &

bb

i
l
!
Yy umnnr
Rl




Résumeé

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est la premiere cause de mortalité par cancer et le
cancer le plus prévalent chez I’homme en Algérie. Il s’agit d’un probléme de santé publique et son
incidence ne cesse d’augmenter depuis les années 50.Cette étude rétrospective pour I’identification
des différents cas de cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBNPC) dans I’Est
algérien et d’examiner les mutations du géne EGFR. Notre étude clinicopathologique comporte
102 patients. Les mutations de ’EGFR ont été analysées dans une cohorte de 16 patients atteints
d’adénocarcinome pulmonaire, en utilisant la technique de séquencage capillaire.Dans notre
population d’étude, nous avons trouvé une predominance masculine avec une sex-ratio de 5,4. Le
tabagisme reste le principal facteur de risque chez I’homme (77%).L’étude histologique indique
que I‘adénocarcinome est sous-type le plus dominant avec 76% des cas, suivi du carcinome
épidermoide a 19 %.La majorité des patients étaient diagnostiqués a un stade avancé, 1V et I,
représentant 64% et 22%,respectivement. Les mutations de 'EGFR ont été détectées dans 56 %
des cas adénocarcinome, avec une prédominance de la mutation L858R dans I’exon 21. Ces
mutations étaient plus fréquentes chez les non-fumeurs et femmes .L’application des programmes
de lutte contre le tabagisme et l'acces aux thérapies ciblées anti-EGFR constituent une meilleure

stratégie pour réduire I’incidence et la mortalité du CBP.

Mots clés : Cancer broncho-pulmonaire, clinico-pathologique, EGFR, Mutations, Algeérie



Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer related death and the most commonly diagnosed
cancer in men in Algeria. The aim of this study was to evaluate the clinicopathological aspects of
non-small cell lung cancer (NSCLC) in Eastern Algeria and to assess EGFR mutations in a group
of patients with adenocarcinoma. A retrospective study was conducted on 102 cases of NSCLC at
the anticancer center of Constantine. Clinical and pathological parameters were investigated based
on the data found in the patients’ medical records. EGFR mutations were examined in 16 lung
adenocarcinoma samples using capillary sequencing .Patients with NSCLC showed a male
predominance with a sex-ratio of 5.4, with a median age of 65.5 years. The smoking was estimated
as 77% in men, while all women were non-smokers. Histologically, adenocarcinoma was the most
common histological type (76%), followed by squamous cell carcinoma (19%). Over 64%of our
patient have a metastatic stage at the time of diagnosis. The EGFR mutations were found in 56% of
patients with metastatic adenocarcinoma, with the predominance of L585R point mutation in exon
21. They were frequent in non-smokers and women. Therefore, the tobacco control and the access
to anti-EGFR targeted therapy may be the best strategies to reduce lung cancer morbidity and

mortality.

Keywords: Lung cancer, Clinicopathological, EGFR, Mutations, Algeria
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Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est la premiere cause de mortalité par cancer et le cancer le plus
prévalent chez I’homme en Algérie. Il s’agit d’un probleme de santé publique et son incidence ne cesse
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