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RESUME

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est le cancer le plus fréquent chez I’homme en Algérie et
représente la premiére cause de mortalité par cancer tous ages confondus. Cette étude a été réalisée
dans le but d’évaluer le profil clinico-pathologique des patients atteints de CBP dans I’Est algérien
et d’examiner le statut mutationnel de ’EGFR chez les patients atteints de cancer broncho-

pulmonaire non a petites cellules (CBNPC).

Notre étude épidémiologique rétrospective a été portée sur 169 patients ayant un CBP au niveau
du CHU Benbadis de Constantine, entre juin 2015 et décembre 2020. Les mutations de I’EGFR
ont ét¢ analysée dans une cohorte de 58 patients atteints d’un CBNPC, en utilisant la technique du

séquengage capillaire, I’expression de la protéine EGFR a été évaluée par immunohistochimie.

Notre étude a démontré que le CBP touche principalement les patients agés de plus de 50 ans (age
médian de 61 ans), avec une prédominance chez les hommes. Le tabagisme reste le principal
facteur de risque chez I’homme (78.2%). De plus, I’adénocarcinome représente le type
histologique le plus fréquent avec plus de 56% des cas, suivi de carcinome épidermoide avec 23%,
tandis que 5.4% des cas ayant un CBPC. La majorité des patients (77%) ont été diagnostiqués a
un stade avancé (stade IIT ou IV). Les mutations de ’EGFR ont été détectées dans 39.6% des cas,
avec une prédominance de la mutation L858R. Ces mutations étaient plus fréquentes chez les
patients porteurs d’un adénocarcinome et diagnostiqués a un stade non métastatique, tandis

qu’elles étaient indépendantes de 1’age, du genre et du statut tabagique.

Dans notre population d’étude, la majorité des patients étaient porteurs d’un adénocarcinome et
diagnostiqués a un stade avanceé, avec le tabagisme comme le principal facteur de risque chez
I’homme. Les patients ayant un CBNPC présentent un taux élevé de mutations de ’EGFR. Une
prévention primaire s’appuyant principalement sur I’application des politiques de lutte contre le
tabagisme et l'accés aux thérapies ciblées anti-EGFR constituent une meilleure stratégie pour
réduire la morbidité et la mortalité du CBP.

Mots clés : Cancer broncho-pulmonaire, Profil clinico-pathologique, EGFR, Mutations, Algérie.
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Introduction

INTRODUCTION

Le cancer broncho-pulmonaire est le cancer le plus fréquent dans le monde et la
premicre cause de mortalité liée aux cancers. Environ 80 % des cancers broncho-
pulmonaires sont diagnostiqués a un stade localement avancé ou métastatique. Aussi, son
pronostic reste sombre avec une survie a cinq ans de 10% a 20%, tous stades confondus.
L'Algérie a compté plus de 4700 nouveaux cas du cancer broncho-pulmonaire en 2020. Il
reste le cancer le plus prévalent chez I’homme et représente la premicre cause de

mortalité par cancer, tous ages confondus (Globocan, 2020).

La classification des cancers broncho-pulmonaires a été progressivement modifiée. Elle
integre des données génétiques et cliniques pertinentes (OMS, 2015). La prise en charge
du cancer broncho-pulmonaire non a petites cellules (CBNPC) a ¢été révolutionnée ces
derniéres années par la découverte d’altérations moléculaires potentiellement actionnables
par des thérapies ciblées. Ces nouvelles thérapies améliorent significativement la qualité et
la durée de survie des patients qui peuvent en bénéficier. Les altérations moléculaires
rencontrées le plus souvent dans le CBNPC sont principalement, par rapport a leurs
fréquences, les mutations des geénes EGFR et KRAS et les réarrangements

chromosomiques de I’ALK (Levy et al, 2012).

L’activation de I’EGFR, soit par une mutation et/ou par une surexpression, est
présente dans plus de 60% des cas de CBNPC, ce qui a conduit au développement de
traitements ciblant ce récepteur. L’émergence des inhibiteurs de 1’activité de tyrosine
kinase anti-EGFR a constitué¢ un réel progrés thérapeutique chez les patients porteurs
d’une mutation activatrice de I’EGFR, pour lesquels ils sont actuellement utilisés en

premiére ligne de traitement (Ruppert et al, 2011).

Plusieurs ¢tudes ont montré que les mutations activatrices de ’EGFR dans le CBNPC sont
plus fréquentes chez les patients atteints d’un adénocarcinome, les femmes et les non-
fumeurs. De plus, selon les populations étudiées, 1’incidence de ces mutations a
d’importantes variations suivant les origines géographiques et/ou ethniques. Elles
représentent environ 10% a 20% chez les patients Caucasiens et 40% a 50% chez les
patients asiatiques. Peu de données sur le statut mutationnel de I’EGFR sont disponibles
concernant les populations dans les autres régions, incluant la région de I’ Afrique du Nord

dont I’ Algérie fait partie.
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= Obijectif principal

Notre étude vise a étudier le statut mutationnel de I’EGFR chez les patients atteints

de CBNPC dans I’Est algérien.

= Objectifs secondaires

> Décrire les caractéristiques épidémiologiques et clinico-pathologiques de patients

atteints de cancer broncho-pulmonaire ;

> FEtudier la fréquence et les types de mutations de ’EGFR dans le CBNPC et évaluer
I’expression protéique de I’EGFR ;

> Analyser [’association entre la présence des mutations de I’EGFR et les

caractéristiques clinico-pathologiques des patients.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

I. CANCER BRONCHO-PULMONAIRE

I.1. Epidémiologie

1.1.1. Incidence et mortalité

Selon la base de données Globacan de I'TARC (International Agency for Research on
Cancer), le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est le cancer le plus répandu chez ’homme
de par le monde, avec plus de 2,2 millions de nouveaux cas en 2020, ce que représente
environ 11,4% des cas diagnostiqués (Figure 1) dont 1,4 million nouveaux cas chez

I’homme et 770 000 nouveaux cas chez la femme.

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Breast
'r' . 2261419 (11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)

Other cancers

8 275 743 (42.9%) Colorectum

1931590 (10%)
Prostate
1414 259 (7.3%)
Oesophagus Stomach
604100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)
Cervix uteri Liver
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases

Figure 1 : Estimations de I’incidence des cancers dans le monde (Globocan, 2020).

Il représente la premicre cause de mortalité par cancer (Figure 2), avec pres de 1,8 million

de déces, soit environ 18% des cas (Sung et al., 2021).
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Other cancers

3557 464 (35.7%)
Colorectum
935173 (9.4%)
Prostate Liver
375304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Number of deaths in 2020, both sexes, all ages

Lung
1796 144 (18%)

Breast
684 996 (6.9%)

Oesophagus
544 076 (5.5%)

Total: 9 958 133 deaths

Figure 2 : Estimations de la mortalité des cancers dans le monde (Globocan, 2020).

En Algérie, 4 774 nouveaux cas du CBP ont été enregistrés en 2020, dont 4159 nouveaux

cas chez ’homme, soit 87%, et 615 chez la femme, soit 13%. Il reste le cancer le plus

fréquent chez ’homme (

tous ages), représentant environ 15.2% des cancers masculins

(Figure 3). Il représente la premiere cause de mortalité par cancer, tous ages confondus,

avec un taux de mortalité estimé de 13.2% des cas (Globocan, 2020).

Number of new cases in 2020, males, all ages

Other cance

11 940 (43.7%)

Lung
4159 (15.2%)

rs Prostate
3597 (13.2%)
Colorectum
3458 (12.7%)
Stomach Bladder
1440 (5.3%) 2734 (10%)

Total: 27 328

Figure 3 : Taux d'incidence des cancers masculins en Algérie (Globocan, 2020).

SN
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1.1.2. Survie

Le taux de survie des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire observé reste
modeste dans la plupart des pays. La survie a cinq ans, tous stades confondus, varie entre
10% et 20%. Elle est estimée a 25% dans le cancer broncho-pulmonaire non a petites
cellules et a 7% dans le cancer broncho-pulmonaire a petites cellules (CBNPC). Cela peut
étre expliqué par le retard du diagnostic, la majorité des patients ayant au moment du
diagnostic une maladie localement avancée (stades IIIA ou IIIB, dans environ 30%) ou

métastatique (stade IV, dans environ 40-50%) (ASCO, 2021).

1.1.3. Dépistage

Il n’existe aucune méthode reconnue pour le dépistage du CBP. La radiographie
pulmonaire et ’examen cytologique des expectorations ont fait I’objet de nombreuses
¢tudes dont aucune n’a démontré de réduction de la mortalité spécifique. Néanmoins, des
¢tudes randomisées ont démontré 1’effet significatif du dépistage annuel par scanner
faiblement dosé chez les grands fumeurs ou les grands ex-fumeurs, diminuant le taux de

mortalité (Denise et a/, 2019 ; Pastorino et al, 2019 ; de Koning et al, 2020).

I.2. Etiologie et Facteurs de risque

[.2.1. Tabagisme

= Tabagisme actif :

Le lien direct entre le CBP et le tabagisme et a été démontré depuis les années cinquante.
Des ¢études britanniques, réalisées dans les années 1950, ont démontré la relation entre le
tabagisme et la survenue du CBP (Doll et Hill, 1950). Les fumeurs actifs ont un risque 10 a
15 fois plus ¢levé de développer un CBP. Il semble que la durée pendant laquelle on fume

est plus importante que la quantité de cigarettes fumées (LeFaou, 2005).

Il y a prés de 80 produits chimiques identifiés dans la fumée de cigarette sont considérés
comme des carcinogeénes par I’TARC (Wang, 2015). Parmi ces agents carcinogenes : les
hydrocarbures aromatiques polycycliques, les amines aromatiques, des nitrosamines
spécifiques du tabac et des carcinogénes volatils tels que le formaldéhyde, I’acétaldéhyde,

le 1,3-butadiéne et le benzene, ainsi que divers métaux (Sakhri et Bertocchib, 2019).
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De multiples publications ont permis de montrer que I’exposition aux carcinogenes de la
fumée de cigarette induisait des altérations de ’ADN cellulaire (Greenman et al, 2006 ;
Ding et al, 2008 ; Marchand et a/, 2008 ; Pleasance et al, 2010). Si les adduits a ’ADN
produits par les substances cancérigénes de fumée de tabac et leurs métabolites échappent
aux systemes de réparation, ils peuvent causer un mauvais codage lors de la réplication de
I’ADN cela peut entrainer une mutation permanente de la séquence d’ADN. Si cette
mutation survient dans une section importante d’un oncogéne cellulaire tel que KRAS, ou
dans un geéne suppresseur de tumeur tel que TP53, le résultat peut €tre une altération des
mécanismes de contrdle de la croissance normale. De plus, certains constituants de la
fumée du tabac ou leurs métabolites peuvent se lier directement aux récepteurs cellulaires,
entrainant 1’activation de protéines kinase, de récepteurs de croissance et d’autres voies
pouvant contribuer a la carcinogenése. D’autres substances peuvent induire une
inflammation avec une prolifération accrue des pneumocytes, 1’activation du NF-kappaB

et la promotion des tumeurs (Takahashi et a/, 2010 ; Chen et a/, 2011).

En matiére d’impact du tabagisme sur I’histologie du CBP, la consommation du tabac est
fortement associée avec le carcinome épidermoide et le carcinome a petites cellules.
Cependant, le taux d’incidence de 1’adénocarcinome a augmenté lors des dernicres
décennies, cela pourrait étre expliqué par 1’évolution de la fabrication des cigarettes
manufacturées (cigarettes avec filtre ou légeres) qui a été¢ a I’origine d’une augmentation
du dépot des substances carcinogenes dans les régions alvéolaires contribuant a

I’augmentation du risque d’adénocarcinome (Sakhri et Bertocchib, 2019).

= Tabagisme passif :

Le tabagisme passif est un facteur de risque important du CBP. Il se définit comme
I’exposition a la fumée du tabac dégagée par un fumeur ou dans I’environnement. Il est

aujourd’hui estimé que le tabagisme passif est responsable d’environ 20% des CBP.

En 1984, le tabagisme environnemental a été classé comme carcinogeéne par ’EPA (US
Environmental Protection Agency). Des études épidémiologiques ont noté une élévation
significative du risque de mortalité par le CBP lors de 1’exposition a la fumée du tabac sur
le lieu de travail et/ou au domicile. Une méta-analyse a estimé a 25 % le risque accru de
CBP chez les femmes non fumeuses soumises a un tabagisme environnemental (Boffetta,

2002). De méme, cette relation a été confirmée par une autre méta-analyse qui a montré
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que le tabagisme lié¢ au conjoint augmente le risque de développer un CBP d’environ 20%

chez les femmes et 30% chez les hommes (IARC, 2004).

1.2.2. Autres facteurs de risque

= Cannabis :

La fumée de cannabis contient quatre fois plus de goudrons que celle du tabac et renferme
davantage de cancérigénes. De plus, le principe actif du cannabis, le THC
(Tétrahydrocannabinol), dilate les bronches, ce qui facilite la pénétration de la fumée et de

ses toxiques. (Lemarié, 2011).

= Facteurs environnementaux et professionnels :

L’TARC a classé un certain nombre de nuisances (substances, mélanges ou circonstances

d’exposition) comme des cancérigeénes en 3 groupes :

- Le groupe 1 « cancérigénes prédisposant au cancer du poumon » : le radon, 'amiante,
l'arsenic, le béryllium, le bis(chlorométhyle), le cadmium, le chrome, le nickel, le
chlorure de vinyle et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

- Le groupe 2A « cancérigeénes probables » : I'acrylonitrile, le formaldéhyde et les gaz
d'échappement des moteurs diesel.

- Le groupe 2B « cancérigeénes potentiels » : 1'acétaldéhyde, la silice et les fumées de

soudage.

» Facteurs environnementaux :

Le radon est le premier carcinogene domestique, a I’origine de pollution intérieure (Gray
et al, 2009). Il remonte du sol, dans les maisons, au travers des fondations. Le radon a été
classé cancérogene avéré en 1987 et considéré comme la deuxiéme cause de CBP,

responsable d’environ 10% des cas en Europe (IARC, 2018).

La pollution atmosphérique par la présence des carcinogenes est également incriminée en
milieu urbain. La relation entre 1’urbanisation et la mortalit¢ par CBP a été précisée
(Vineis et al, 2004). Ces carcinogenes sont principalement les HPA générés
majoritairement de la combustion de fuels fossiles utilisés pour le chauffage et les

transports, les métaux tels que le nickel, 'arsenic, le chrome, la fumée toxique dégagée par
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les usines, le radon et les produits de combustion de tabac (Pope et al. 1995 ; Pope et al,
2002). La pollution atmosphérique est estimée responsable de 4% de 1’ensemble des

nouveaux cas (Turner et al, 2020).

> Facteurs professionnels :

Les cancers d’origine professionnelle sont dus principalement a I’amiante, a I’arsenic, au
chrome, au nickel, au diesel, aux dichlorométhyle éthers, aux HAP et a la silice. Plusieurs
¢tudes de cas-témoins ont montré que 9% a 15 % de CBP sont causés par une exposition

professionnelle aux facteurs carcinogénes (Steenland et al, 1996).

L’amiante est un cancérigene bronchique bien connu. On estime que 20% a 40 % des
travailleurs dans le monde ont été exposés a des fibres d’amiante dans leur vie
professionnelle. La survenue de CBP est caractérisée par une longue période de latence, de
I’ordre de 20 ans, corrélée a I’intensité de I’exposition (Lemen et al, 1980). L’exposition a
I’amiante et le tabagisme sont deux carcinogenes bronchiques synergiques. La fumée de
tabac pourrait augmenter la rétention pulmonaire des fibres d’amiante (Quoix et Lemarié,

2011).

L’arsenic est susceptible de contaminer les eaux souterraines, notamment dans les pays
a faible revenu. Il entraine des désordres cutanés et la survenue différents cancers dont
le CBP par l’inhalation de vapeurs d’eau contaminée, mais aussi par I’inhalation
de pesticides ou le traitement du bois (Lemari¢, 2011). D'autres études ont montré un
risque accru de CBP en cas d’exposition a la silice (OR: 1,6 [1.2-2.3]), au nickel (OR:
2,5[1.3-4.7]), au chrome VI (OR: 2,4 [1.2-4.8]), au cadmium (OR: 4,7 [1.5-14.3]) et
aux vapeurs diesel (Beveridge et al, 2010 ; Vida et al, 2010 ; Gamble et al, 2012).

= Affection pulmonaire :

Les personnes atteintes ou ayant des antécédents d'une affection respiratoire risquent
davantage de développer un CBP (Schabath et Cote, 2019). La plus fréquente est la
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), qui comprend la bronchite
chronique et I'emphyséme. Cependant, le tabagisme est la cause principale de la BPCO
(MacNee, 2005), il est prévu qu’il y a une association positive entre la maladie sous-
jacente BPCO et le CBP. Des méta-analyses publiées ont report¢é une augmentation

significative du risque de CBP (2 a 3 fois) chez les patientes ayant des antécédents de
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BPCO incluant I'emphyséme et bronchite chronique (Brenner et al, 2011 ; Wang et al,
2012 ; Zhang et al, 2017).

Les maladies fibrosantes et les cicatrices pulmonaires exposent le patient aussi a un risque
accru de CBP telles que la silicose fibrose et la bérylliose pulmonaires qui sont causées par
l'inhalation de poussiéres de silice et de vapeurs contenant du béryllium, respectivement.
De plus, plusieurs études ont révélé I’association entre 1’asthme et le CBP. Une méta-
analyse portée sur 18 études (16 millions cas) a trouvé une augmentation significative de
44% du risque de CBP (Qu et a/, 2017). Cela peut étre expliqué par le dysfonctionnement
mucociliaire entrainant 1’accumulation d’agents toxiques, I’inflammation chronique et la

lésion de I’ADN par les radicaux libres (Santillan et al. 2003).

1.3. Diagnostic

1.3.1. Imagerie

Devant une suspicion clinique de CBP, une imagerie doit étre réalisée en premiere
intention. Une radiographie du thorax est la premiére étape. Ses performances sont
limitées, son intérét étant d’étre facile d’acces, permettant une premicre orientation rapide.
Toute image suspecte doit amener a la réalisation d’un scanner thoracique dans les plus
brefs délais. Un scanner thoracique avec produit d’injection doit compléter 1’exploration.
En cas de forte suspicion, des coupes abdominales supérieures entrant dans le cadre du

bilan d’extension seront réalisées dans le méme temps.

D’autres types d’imagerie telles que TEP-TDM (Tomographie par Emission de Positons/
Tomodensitométrie) et 'IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) ne se congoivent que
dans un deuxiéme temps, chez un patient potentiellement éligible a un traitement curatif.
Généralement, elles sont indiquées comme examen d’un bilan d’extension, en vue de
préciser la taille et I’extension locorégionale de la tumeur et la présence de métastases
ganglionnaires, thoraciques ou extrathoraciques (HAS, 2013). La TEP est une technique
d’imagerie moléculaire et métabolique, en utilisant le [18F]-fluorodésoxy-glucose (FDQ)
qui est un analogue du glucose marqué par un émetteur de positons (Fletcher et a/, 2008).
La TEP-FDG tient une place prépondérante dans la prise en charge des patients atteints de

CBP. Cet examen est standard pour le diagnostic de malignité d’un nodule pulmonaire et
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le bilan d’extension initial locorégional et a distance. Il peut étre une option pour le
diagnostic différentiel entre récidive et remaniements post-thérapeutiques et pour optimiser

la définition des volumes irradiés en complément de la TDM (Colavolpe et al, 2012).

1.3.2. Confirmation du diagnostic

Le diagnostic du CBP repose sur I’examen anatomopathologique. Les prélévements sont
réalisés a partir de la tumeur et/ou des adénopathies associées, d’un site métastatique
accessible ou encore d’un épanchement pleural. Le compte rendu anatomopathologique
doit contenir des données pour préciser notamment le type et le sous-type histologique de

la tumeur (HAS, 2013).

La classification histologique d’un CBP permet de déterminer le type de cancer en
fonction de sa morphologie et son évolution. Cette classification joue un role important

dans le choix thérapeutique.

1.4. Classification

1.4.1. Classification histologique

Le CBP est classé en deux formes majeures corrélées a la clinique :
- le cancer broncho-pulmonaire a petites cellules (CBPC)
- le cancer broncho-pulmonaire non a petites cellules (CBNPC).

Le CBPC et le CBNPC représentent environ 15% et 80% du CBP, respectivement
(Herbst, 2008).

La figure 4 présente les différents sous-types histologiques du CBP et ses taux d’incidence.
La figure 5 indique les localisations et les origines cellulaires de ces tumeurs.

La figure 6 présente des exemples des coupes histologiques (colorés par I’hématoxyline et

I’¢osine) des différents sous-types histologiques.

10
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Cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC)
l |
25%
XL Carcinomes 15%

epidermoides Carcmomes a

Adénocarcinomes
| grandes cellules

15% p: 5%
Cancer du poumon a Autres
petites cellules (tumeurs neuroendocrines,

(SCLC) carcinoides)

Figure 4 : Classification histologique et incidences du CBP (d’apres Beganton, 2017).

= Cancer broncho-pulmonaire a petites-cellules (CBPC)

Les CBPC sont des tumeurs malignes épithéliales d’origine neuroendocrine qui se
développent a partir de cellules neuroendocrines présentes dans les voies aériennes les plus
grandes. Ce type est trés agressif avec un temps de doublement extrémement rapide avec
un pouvoir métastatique trés important et par conséquent il a un trés mauvais pronostic
(survie médiane de 2 a 4 mois sans traitement). Le tabac est la principale cause de
développement du CBPC. Dans 98% des cas, les patients qui développent ce type du
cancer sont des fumeurs (Yokota, 2010 ; Van Meerbeeck, 2011).

= Cancer broncho-pulmonaire non a petites-cellules (CBNPC)

Les CBNPC comportent essentiellement trois sous-groupes histologiques en fonction du

type de cellules concernées (Travis, 2011) :

> Adénocarcinomes :

Il s’agit du type histologique le plus fréquent parmi les cancers broncho-pulmonaires,

représentant 40% a 50% des CBNPC. Ils sont souvent situés en périphérie du poumon et se

11
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développent a partir des pneumocytes de type II, les cellules Clara ou les cellules souches

broncho-alvéolaires dans des nodules périphériques.

» Carcinomes épidermoides (Malpighiens ou Squameux) :

Il représente le deuxiéme type histologique le plus fréquent, avec des taux varient de 25%
a 30% des CBNPC, et sont des tumeurs centrales de la trachée et des grosses bronches. Ils
se développent dans la plupart des cas a partir des cellules basales dans de grosses

bronches au centre du poumon.

Trachea and Bronchi

club cell goblet cell ciliated cell
LS .
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i & -‘-‘:
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Bronchioli - ., =
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neuroendocrine cell == A\ Y

Bronchioalveolar Region B £ ddh

type | pneumocyte

type Il pneumocyte

Figure S : Localisation et origines cellulaires des tumeurs broncho-pulmonaires

(d’aprés Barros-Filho et a/, 2019).

» Carcinomes a grandes cellules :

Ils représentent la forme la moins répandue parmi les CBNPC (environ 10% a 15%). 1l

s’agit d’un carcinome indifférencié qui ne présente aucun caractére de différentiation

12
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épidermoide, glandulaire ou neuroendocrine. Ces tumeurs sont plus généralement situées

dans le parenchyme pulmonaire.

Figure 6 : Exemples des coupes histologiques de sous-types histologiques du CBP

(www.webpathology.com). A) Adenocarcinome 1épidique, B) Adenocarcinome acinaire, C)

Adenocarcinome solide, D) Carcinome épidermoide bien différencié, E) Carcinome a petites

cellules, F) Carcinome neuroendocrine a grandes cellules.

13
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= Nouvelle classification de ’OMS (2015)

Les modifications les plus marquantes de la classification de 2015 sont d’une part qu’elle
est basée sur des études multidisciplinaires intégrant des données cliniques radiologiques,
mais aussi génétiques et moléculaires et d’autre part qu’elle fournit des recommandations
sur les diagnostics et les terminologies a employer sur les petits prélevements, alors que la

précédente classification ne s’appliquait qu’aux résections chirurgicales.

Cette nouvelle classification apporte également des modifications majeures concernant les
adénocarcinomes, qui ont ¢été divisés en différents sous-types en fonction de leur

architecture prédominante d’apres Travis et al. (2011).

En ce qui concerne les autres types de CBP, les modifications principales viennent du
reclassement des carcinomes ¢épidermoides et des tumeurs neuroendocrines et
dénombrements nécessaires de la catégorie des carcinomes a grandes cellules (Lantuejoul

et al,2014).
Deux groupes histologiques du CBP peuvent étre distingués selon cette classification :

> Les CBNPC qui comprennent :
- I’adénocarcinome,
- le carcinome épidermoide,
- le carcinome a grandes cellules,
- le carcinome sarcomatoide,
- le carcinome indifférencié.
> Les tumeurs neuroendocrines qui comprennent :

le CBPC,

le carcinome neuroendocrine a grandes cellules,

les tumeurs carcinoides.

> D’autres types rares.

Le Tableau 1 récapitule les différents types et sous-types du CBP selon la classification de

I’OMS mise a jour en 2015.

14
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Tableau 1 : Nouvelle classification du CBP selon I’OMS, 2015 (d’apres Zheng, 2016).

Type histologique Sous-type histologique
e Adénocarcinome in sifu ou a invasion minime (mucineux/non-
mucineux)
oADK Ilépidique
Adenocarcinome » ADK acinaire
(ADK) e ADK papillaire

ADK micro-papillaire
ADK solide
ADK invasifs (selon architecture prédominante)

Autres formes invasives : mucineux, colloide, fcetal, entérique.

Carcinome squameux

Kératinisant

ou épidermoide (CE) e Non-kératinisant
e Basaloide
Carcinomes a grandes o Indifférenciée

cellules (CGC)

Tumeurs

neuroendocriniennes

Haut grade
- Carcinome a petites cellules (CBPC)
- Carcinome neuroendocrine a grandes cellules (CNEGC)

Bas grade :
- Carcinoides atypiques

- Carcinoides typiques

Autres

Carcinome adénosquameux

Carcinomes sarcomatoides :

- Carcinosarcome ;

- Carcinome pléomorphe, Carcinome a cellules géantes,
Carcinomes cellules fusiformes ;

Blastome.

Autres formes rares

15
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» Caractéristiques immunohistochimiques (IHC) :

Le diagnostic histologique est porté sur des caractéristiques morphologiques, mais
¢galement sur des critéres immunohistochimiques. Deux situations peuvent se présenter
dans D’analyse histopathologique : soit la morphologie est évidente, permettant de
distinguer le type histologique ; soit une étude immunohistochimique doit étre effectuée

avec un panel restreint d’anticorps pour confirmer le diagnostic (Cucherousset, 2014).

Des exemples de marqueurs immunohistochimique qui peuvent aider au diagnostic

différentiel sont présentés dans le tableau 2 et la figure 7.

Tableau 2 : Marqueurs cellulaires utilisés dans I’étude immunohistochimique du CBP.

Type histologique Marqueurs IHC
Adénocarcinome TTF1, Napsin-A, Cytokératine 7
Carcinome épidermoide P40, P63, Cytokératine 5/6
Tumeurs Chromogranine-A, Synaptophysine, CD56, TTF-1, AE1/AE3
neuroendocriniennes

Figure 7 : Exemples de marquage immunohistochimique dans le CBNPC (d’apres
Inamura, 2017). [A—C] Adénocarcinome solide : A) H&E ; B) IHC+ TTF1 ; C) IHC+ Napsin-A.
[D—F] Carcinome épidermoide non-kératinisant : D) H&E ; E) IHC+ p40 ; F) IHC+ CK5/6.

16
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> Classification des micro-prélévements :

L’immunohistochimie est particuliérement recommandée sur prélévements de petite taille
« biopsies ou prélévements cytologiques » lorsque les ponts d’union ou la kératinisation ne
sont pas évidents pour faire la preuve d’une différenciation malpighienne. Elle doit étre
limitée cependant pour épargner le matériel si des analyses de biologie moléculaire sont
faites en aval. Trois éléments essentiels guident le pathologiste : 1) I’étude morphologique
sur lame colorée par I’hématoxyline et I’¢éosine (H&E) est la premicre approche permettant
d’orienter le diagnostic, 2) les colorations spéciales des mucines orientent vers un

adénocarcinome, 3) I’immunohistochimie avec un panel d'anticorps (Cucherousset, 2014).

La terminologie utilisée dans le diagnostic de CBNPC sur petits prélévements est figurée

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3 : Terminologie a employer pour les petits prélévements du CBNPC.

Terminologie Marqueurs IHC
CBNPC, en faveur d’un adénocarcinome TTF1 (+), P63/P40 (-)
CBNPC, en faveur d’un carcinome épidermoide TTF1 (), P63/P40 (+)
CBNPC, NOS (Not-Otherwise Specified) TTF1 (-), P63/P40 (-)
CBNPC, en faveur d’un carcinome adénosquameux ou TTF1 (+), P63/ P40 (+)
d’un adénocarcinome

1.4.2. Stadification

= Classification TNM

La classification TNM est recommandée par I’'TASLC qui a établi la derniére classification

(huitiéme édition) des CBP en 2014 (Annexe F). Les trois éléments pris en compte sont :

- T (Tumor) : Taille et/ou extension de la Tumeur primitive (Tx, T1 — T4) ;
- N (Node) : Présence de métastase ganglionnaire (Nx, NO — N3) ;
- M (Metastasis) : Présence de Métastase a distance (M0, M1a — c).

17



Chapitre I : Synthése bibliographique

La classification TNM peut étre divisée en deux catégories :

> La classification TNM clinique :
Elle est basée sur toutes les données disponibles avant tout traitement telles que données
cliniques, imagerie et analyses de biopsies. L’orientation du choix thérapeutique est basée

sur cette classification.

> La classification TNM pathologique (pTNM) :
Elle est basée sur un examen anatomopathologique de résection chirurgicale broncho-
pulmonaire, intervenant apres le diagnostic histologique. Elle peut aider a adapter le choix

de traitement et permet de préciser le pronostic.

= Stades tumoraux

La détermination du stade tumoral permet d’évaluer le pronostic et de guider le choix
thérapeutique. Les descripteurs T, N et M ont été regroupés en différents stades de
pronostics équivalents (Goldstraw et al, 2016). Le regroupement par stades est résumé

dans la figure 8.
Les stades tumoraux sont classés de [ a IV :

- Stade 0 : Cancer in situ non invasif ;

- Stade I : Invasion trés localisée, sans métastases a distance ;

- Stade II : Extension limitée localement et /ou atteinte ganglionnaire satellite minime ;
- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure ;

- Stade IV : Tumeur avec métastase.

Un nouveau comité a ét¢ nommé par I’IASLC en vue d’¢élaborer des propositions pour la
neuvieme classification. La nouvelle base de données devra intégrer la classification de
I’OMS de 2015, les recommandations de I’TASLC pour les tumeurs en verre dépoli et les

tumeurs multiples, ainsi que les résultats de biologie moléculaire (Berghmans et a/, 2019).
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Figure 8 : Stadification du cancer broncho-pulmonaire (8™ édition)

(d’aprées Detterbeck, 2017).
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1.5. Prise en charge thérapeutique

1.5.1. Thérapies anticancéreuses

* Chirurgie

La chirurgie du cancer du poumon a pour objectif d’enlever la tumeur dans son intégralité.
L’intervention est associée a un curage ganglionnaire, qui consiste a retirer les ganglions
lymphatiques qui drainent la zone ou se situent les poumons. La chirurgie peut aussi étre

utilisée pour traiter certains symptomes générés par la maladie.

= Radiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégional des cancers, qui utilise des rayonnements
ionisants pour détruire les cellules tumorales en les empéchant de se multiplier. Ces
rayonnements sont dirigés avec précision, sous forme de faisceaux, sur la zone a traiter. Ils
visent, a travers la peau, soit la tumeur et les ganglions lymphatiques voisins, soit le lit
tumoral, soit des métastases. La radiothérapie a pour but de détruire les cellules

cancéreuses tout en préservant le mieux possible les tissus sains et les organes avoisinants.

= Traitements médicamenteux

Plusieurs types de traitements médicamenteux sont utilisés pour traiter les cancers du
poumon : des médicaments de chimiothérapie conventionnelle, des thérapies ciblées, ainsi

que des molécules d’immunothérapie spécifique (INCa, 2017).

» Chimiothérapie :

Les médicaments de chimiothérapie conventionnelle agissent principalement sur les
mécanismes de la division des cellules. Ces agents cytotoxiques sont le plus souvent des
sels de platine tels que le Cisplatine et dans une moindre mesure le Carboplatine. Ces deux
agents alkylants induisent un blocage de la réplication de ’ADN par la formation de
liaisons covalentes entre les bases guanine de I’ADN qui I’empéchent ainsi de se dérouler.
Les sels de platine, Cisplatine et Carboplatine, sont habituellement associés a 1’'un des
agents de chimiothérapie conventionnelle : le Paclitaxel, le Docetaxel, le Gemcitabine, le

Vinorelbine ou le Pemetrexed.
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> Thérapies ciblées :

Elles bloquent des mécanismes spécifiques de croissance ou de propagation des cellules
tumorales en interférant avec des altérations moléculaires ou avec des mécanismes qui sont
a I’origine de leur développement ou de leur dissémination.

> Immunothérapies :

Actuellement utilisées pour traiter les CBP, encore appelées inhibiteurs de point de
controle immunitaire (/mmune checkpoint), sont des médicaments visant a stimuler les
défenses immunitaires de I’organisme contre les cellules tumorales. Les molécules ciblent
un point de controle immunitaire tel que I’axe PD (Programmed Death) par I’inhibition de
I’interaction du récepteur PD1 et son ligand PDL1 qui permet de lever 1’inhibition exercée
par les cellules tumorales sur I’immunité adaptative développée contre elles. Les
inhibiteurs anti-PD1/PDL1 sont : le Pembrolizumab, 1’Atezolizumab, le Cemiplimab, le

Nivolumab et I’Ipilimumab.

1.5.2. Stratégies thérapeutiques

La prise en charge des cancers broncho-pulmonaires dépend principalement de trois
variables : le type histologique, le statut fonctionnel du patient et I’extension tumorale.
Méme si pour les CBPC il y a eu peu d’évolution durant les deux dernieres décennies, les
choix thérapeutiques pour les CBNPC se sont considérablement diversifiés en fonction de
la présence d’une mutation oncogénique activatrice et de I’introduction de

I’immunothérapie dans I’arsenal thérapeutique (Berghmans et a/, 2019).

= Stade précoce ou opérable (stades I et II)

Les stades I et II représentent seulement 15 a 30% des cas du cancer broncho-pulmonaire.
Les taux de survie a 5 ans sont de ’ordre de 63 % dans ces stades (ASCO, 2021). La
chirurgie constitue 1’approche principale de traitement du CPNPC de stades localisés ou
précoces. Elle consiste a enlever la tumeur dans son intégralité, ainsi que les ganglions
correspondants (Postmus et al, 2017). Le type de la chirurgie pratiquée est déterminé en

fonction de 1’étendue de la tumeur :

> Une segmentectomie : consiste a réaliser 1’ablation d’un ou de plusieurs segments
pulmonaires qui est utilisée pour les petites tumeurs.
> Une lobectomie : consiste a enlever le lobe du poumon ou se trouve la tumeur ;

> Une pneumonectomie : consiste a réaliser I'ablation totale d'un des deux poumons
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> En complément, un curage ganglionnaire qui permet d’enlever les ganglions

lymphatiques situés dans la zone de la tumeur, entourant les bronches et la trachée.

Les ganglions lymphatiques seront ensuite examinés pour contrdler la présence éventuelle
de cellules cancéreuses. Savoir si le cancer s’est étendu aux ganglions lymphatiques
permet également aux médecins de décider s’il y a besoin d’un traitement ultérieur de
chimiothérapie adjuvant ou de radiothérapie (Postmus et al/, 2017). La chimiothérapie
périopératoire, qui n’a pas d’indication dans les stades IA et IB, peut étre recommandée

chez les patients de stade IIA et IIB.

=  Formes localement avancées (stades I11)

Le CPNPC localement avancé représente une maladie trés diversifiée. I est donc
impossible de recommander une approche du traitement a taille unique. Dans le cas des
stades IIIA avec tumeur potentiellement résécable, les solutions de traitement sont
généralement le traitement d’induction avec chimiothérapie ou chimio-radiothérapie, suivi
par la chirurgie (préférable dans le cas de patients chez qui il est probable que la tumeur
soit complétement retirée par lobectomie) ou chimioradiothérapie. Dans les cas des stades
IITA non opérables ou des stade IIIB et IIIC, avec tumeur non résécable, il est préférable
de les traiter par chimio-radiothérapie. En alternative, un traitement séquentiel par
chimiothérapie tout d’abord puis par radiothérapie peut étre administré chez les patients

qui ne sont pas en mesure de tolérer le traitement simultané (Postmus et a/, 2017).

=  Formes métastatiques (stades IV)

Les stades IV représentent la moitié des cas du cancer bronchopulmonaire diagnostiqués.
La prise en charge des CBNPC métastatiques a beaucoup évolué ces dernieres années.
Depuis plus de dix ans, la survie des patients avec un CBNPC métastatique s’est
améliorée, dépassant les 12 mois grace aux traitements anti-angiogéniques. Ces progres se
sont accélérés ces dernicres années avec le développement des thérapies ciblées pour les
patients dont la tumeur présente une anomalie oncogénique activatrice et de

I’immunothérapie.

Pour les thérapies ciblées, on distingue le cancer CBNPC épidermoide et les cancers non
¢pidermoides. Pour les cancers non épidermoides et cancer ¢pidermoide avec un passif de
tabagisme et un age moins de 50 ans, l’identification d’anomalies oncogéniques

activatrices, telles que les mutations de I’EGFR et les réarrangements de I’ALK
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(Anaplastic Lymphoma Kinase) ou de ROS1 (C-Ros Oncogene 1) a permis de proposer a
certains patients une thérapie ciblée (ARISTOT, 2021).

Actuellement, des immunothérapies (des inhibiteurs anti-PD1/PDL1) peuvent désormais
étre utilisées pour traiter les patients atteints de CBP dont la tumeur n’exprime pas une
altération moléculaire particuliére et présente une surexpression de la protéine PDL1. Les
inhibiteurs anti-PD1/PDL1 peuvent étre utilisés comme monothérapie ou en combinaison
avec une chimiothérapie. Pour les patients qui ne présentent pas une surexpression de
PDLI1, la chimiothérapie conventionnelle seule est le traitement de référence. Elle peut étre

associée a un anti-angiogénique dans certains cas (Majem et al, 2019).

Pour le traitement du type CBPC, il repose essentiellement sur la chimiothérapie et
I’immunothérapie. Il est palliatif, ne permettant qu’exceptionnellement une survie
supérieure a 2 ans. Sans traitement, la survie est bréve (3 & 6 mois) ; avec un traitement, la
médiane de vie est autour de 10-12 mois avec une amélioration nette de la qualité de vie

(ARISTOT, 2021).

II. RECEPTEUR DE L’EGF DANS LES CBNPC

I1.1. Carcinogenése bronchique

I1.1.1. Caractéristiques de la tumorigenése

La cancérogenése est un processus multiétape qui est initi€é au niveau dune cellule
normale. Lors de 1'étape d'initiation, la cellule normale va accumuler des altérations
génétiques qui vont aboutir a l'acquisition par la cellule de caractéristiques anormales.
Suite a une sélection clonale et une multiplication, les cellules vont progresser vers un
stade tumoral cancéreux puis vers un stade métastatique (ANEPC, 2016). Les nouvelles
caractéristiques biologiques distinctives des cellules cancéreuses ou « The hallmarks of
cancer » ont été décrites par Hanahan & Weinberg (2000 ; 2011), ce sont : I’indépendance
vis-a-vis des signaux de croissance, l'insensibilit¢ aux signaux antiprolifératifs,
I’échappement a l'apoptose, la capacité de se répliquer indéfiniment, l'induction de
I'angiogenese, la capacité a former des métastases, la reprogrammation du métabolisme

énergétique et I’échappement au systéme immunitaire (Figure 9).
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Figure 9 : Caractéristiques biologiques de la cellule cancéreuse

(d’apres Hanahan et Weinberg, 2011)

11.1.2. Caractéristiques moléculaires du cancer

La cellule cancéreuse est une cellule génétiquement instable, capable d’explorer les
fonctions de I’ensemble du génome et de mettre a profit tout avantage prolifératif ou
migratoire pour le sélectionner et le transmettre a sa descendance. Une tumeur est une
néoformation nécessitant une multiplication cellulaire toujours active et le support de la
malignité des cancers est li¢ a leur aptitude a se disséminer dans 1’organisme. Toutes les
voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la différenciation, dans 1’adhésion
et la migration et dans la survie et la mort, pourront servir de support a des altérations

oncogéniques (de Cremoux et Robert, 2012).

La cellule épithéliale bronchique normale nécessite 1’expression équilibrée de geénes
prolifératifs ou les proto-oncogeénes (oncogeéne apres activation) qui sont des régulateurs
positifs de la prolifération cellulaire, contrélant la division ou la différenciation cellulaire,
et de genes antiprolifératifs (génes suppresseurs de tumeur) qui sont des régulateurs
négatifs de la prolifération cellulaire, freinant le cycle cellulaire ou induisent 1’apoptose.
Le cancer broncho-pulmonaire est la résultante de la rupture de cet équilibre physiologique

sous l’effet des carcinogénes ou d’autres facteurs induisant la transformation de cette
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cellule bronchique normale en cellule cancéreuse passée, par un long processus multiétape.
Les oncogeénes peuvent étre activés dites « gain de fonction » par une mutation, une
amplification génique ou une translocation chromosomique. Ceci conduit a 1’addiction
oncogénique c’est-a-dire que la survie et la prolifération de ces cellules tumorales

deviennent entierement dépendantes de ce gene (Weinstein, 2008 ; Smolle et al, 2020).

De nombreuses altérations génétiques, qui jouent un role dans la pathogénie du cancer
broncho-pulmonaire, ont été identifiées en particulier ce qui concerne la voie du
suppresseur de la tumeur p53 et la voie oncogénique EGFR et ses effecteurs KRAS et

PI3K (Levy, 2012).

I1.2. Récepteur de PEGF (EGFR)

Le récepteur du facteur de croissance épidermique ou Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) est un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase. L’EGFR appartient a la
famille des facteurs de croissance épidermiques ErbB (Erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog) ou HER (Human Epidermal Receptor). Elle est impliquée dans les
mécanismes de signalisation intracellulaire contrdlant la croissance, la survie, 1’adhésion,
la migration ainsi que la différenciation cellulaire (Ruppert et a/, 2011). 11 joue un role clé

dans I’apparition et le développement du cancer bronchique (Carcereny et al, 2015).

I1.2.1. Description structurelle de PEGFR

Le géne de I’EGFR est situé¢ au niveau du bras court du chromosome 7 (7pl12.13),
constitué de 28 exons d’une taille de 200 kb (kilobases) (de LaMotte Rouge, 2007). Il code
pour une glycoprotéine transmembranaire d’un poids moléculaire de 170 kDa (kilodaltons)
(Carpenter et al, 1990). L’EGFR appartient a la famille ErbB, dénomination venant de leur
homologie avec 1’oncogene viral d’érythroblastose aviaire v-erb, ou HER. HER est une
famille de récepteurs transmembranaires comprenant quatre membres : HER1/erbB1 ou
EGFR, HER2/erbB2, HER3/erbB3 et HER4/erbB4, qui est une famille multigénique dont
les membres partagent cependant une grande homologie de structure primaire. Ils
possédent des caractéristiques communes (Figure 10) : un domaine extracellulaire capable
de servir de récepteur a différents ligands, domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire porteur notamment d’une activité tyrosine kinase (Yarden, 2001 ; Hynes et

al, 2009).
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- Le domaine extracellulaire NH2-terminal (ectodomaine), composé¢ de 621 acides
aminés (AAs), il consiste en quatre sous-domaines répétés deux a deux : L1 (I), CR1
(II), L2 (IIT) et CR2 (IV). Les domaines I et III (L1 et L2) sont analogues. Ils sont
riches en résidus leucine et participent a la fixation des ligands (la formation de ponts
disulfure), tandis que les domaines II et IV (CR1 et CR2), caractérisés par leur
abondance en résidus cystéines, augmentent 1’affinité de fixation du ligand pour le
récepteur et permettent d’établir des contacts avec le second récepteur du dimeére
(Lemmon et al., 1997, Jorissen et al., 2003).

- Le domaine transmembranaire trés hydrophobe, est composé¢ de de 621 AAs,
permettant I'ancrage du récepteur dans la membrane plasmique des cellules.

- Le domaine intracellulaire est composé¢ de 542 AAs, inclut un domaine juxta-
membranaire porteur de 1’activité enzymatique tyrosine kinase et un domaine COOH-
terminal riche en sites de phosphorylation (Roskoski, 2014). L'activité tyrosine kinase
nécessite la fixation d'un phosphore sur un des sites majeurs d’autophosphorylation,
comporte un petit lobe qui contient un site de liaison de I’ATP et un grand lobe qui
contient le site catalytique de 1’enzyme et une extrémité riche en résidus tyrosine qui

est un siege de phosphorylation.
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Figure 10 : Représentation schématique de la structure du récepteur EGFR (Flynn, 2009).
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11.2.2. Activation de PEGFR

L’EGFR est monomérique et en conformation repliée et ne peut étre diméris¢€ en 1’absence
de ligand. La fixation de deux molécules d’un ligand spécifique (EGF) conduit a la
dimérisation du récepteur ; il se produit une modification de la conformation du récepteur
qui dévoile un site d’affinité au niveau du domaine extracellulaire II. Cette dimérisation
permet la mise en contact des domaines intracellulaires et leur phosphorylation réciproque

(Figure 11).

L’EGFR possede différents ligands, dont EGF (Epidermal Growth Factor) et le TGF-a
(Transforming Growth Factor-Alpha) qui sont les deux ligands extracellulaires endogénes
majeurs 1’activant, mais aussi autres ligands sont décrits : 'Héparine-binding-EGF (HB-
EGF), 'Amphiréguline (AREQG), 1’épigene (EPG), la Béta-celluline (BTC) et I'Epiréguline
(EREG). Les quatre molécules EGF, TGFa, AREG, EPG sont spécifiques de I’EGFR ;
tandis que ’HBEGF, I’EREG et la BTC reconnaissent les récepteurs EGFR et ERBB4.
Ces facteurs jouent un role clé¢ dans la prolifération de nombreux tissus (Rebert, 2010 ;

Viel et al, 2012).

Le récepteur activé est formé d’un homo- ou d’un hétérodimere, entre ’EGFR et un autre
récepteur de la famille Erb. Le rapprochement des deux domaines tyrosine-kinases aboutit
a I’activation de la fonction tyrosine kinase et permet 1’auto- ou la transphosphorylation
des différents résidus tyrosine situé¢s a I’extrémit¢é COOH-terminale intracellulaire du

récepteur (Hsuan et al, 1993 ; Perez-Soler et a/, 1994 ; Zhang, 2006).

La dimérisation du récepteur est réalisée par le démasquage d’un site de liaison entre deux
molécules du récepteur par la liaison de chaque molécule de ligand avec une molécule de
récepteur. La liaison avec I’EGF, au niveau des domaines extracellulaires 1 et 3, permet le
passage a une conformation dépliée dévoilant, au niveau du domaine 2, un site de liaison
avec une autre molécule de récepteur ayant également fixé une molécule de ligand,
entraine 1’ouverture du site actif « poche a ATP » de I’enzyme et 1’accessibilité de ’ATP.
La disposition dans I’espace des deux domaines catalytiques permet la phosphorylation de

leurs résidus tyrosine (de Cremoux & Rebert, 2012).
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Figure 11 : Représentation schématique de mécanisme d’activation de I’EGFR (d’apres

Lodish, 2016).

11.2.3. Voies de signalisations de PEGFR

Apres fixation du ligand et dimérisation, il se produit une modification structurale de la
portion intracellulaire du récepteur induisant par phosphorylation en cascade l'activation

des voies de transduction du signal de prolifération cellulaire (Ono et al, 2006).

L'autophosphorylation de 'EGFR permet l'activation de voies de signalisation grace a des
protéines adaptatrices. Les principales voies de signalisation sont les voies : 1) MAPK

(RAS/RAF /MEK), 2) PI3K/AKT, 3) PLC-y/PKC et 4) STAT.

Le domaine SH2 de PLC-y lui permet de se fixer directement & I’EGFR au niveau de ses
tyrosines 992 et/ou 1173 et de s’activer. Son activation lui permet de catalyser I’hydrolyse

de PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) en IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate) et en
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DAG (diacylglycérol). 1P3 favorise la libération des ions calcium et DAG active PKC
(protein-serine/threonine kinase C). A son tour, PKC phosphoryle des substrats qui
agissent sur de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la survie cellulaire,

la migration et I’adhésion cellulaire (Roskosky, 2014) (Figure 12).

Trois grandes voies de prolifération et de survie sont activées par I’EGFR : la voie
Ras/Raf/MEK/ MAPK, la voie PI3K/AKT/mTOR et la voie JAK/STAT. La transduction
du signal implique essentiellement trois types de molécules : les protéines a domaines
SH2/SH3, les protéines G monomériques et les protéines kinase avant d’emprunter

différentes voies de signalisations.
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Figure 12 : Principales voies de

Huang, 2015).

transduction du signal dépendant de I'EGFR (d’apres
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=  Protéines adaptatrices

Les phosphotyrosines servent de sites de fixation a des protéines intracellulaires de nature
diverse appelées « protéines adaptatrices » grace a des motifs de reconnaissance de type

SH2 (Src Homolgy Domain 2) et PTB (Phospho-Tyrosine Binding).

Les protéines a domaine SH2/SH3 sont le premier relais de 1’action des récepteurs a
tyrosine kinase. Les domaines SH2 comportent deux poches : une premiere poche qui
reconnait spécifiquement une tyrosine kinase, uniquement lorsqu’elle est phosphorylée,

une deuxiéme poche qui reconnait un résidu tyrosine phosphorylé.

La protéine cytoplasmique Grb2 (Growth Factor Receptor Bound) posséde un domaine
SH2 situ¢ entre deux domaines SH3. Les domaines SH3 permettent la liaison de Grb2 a la
protéine SOS (Son of Sevenless). Lorsque I’EGFR s’autophosphoryle, la tyrosine
phosphorylée est reconnue par le domaine SH2 de Grb2, d’ou [I’interaction
EGFR/Grb2/SOS. La protéine se trouve positionnée a proximité du substrat, la p21 codée
par RAS. La protéine SOS est un facteur d’échange qui agit sur Ras-GDP pour faciliter le
remplacement du GDP par le GTP (Ruppert, 2011).

=  Voie de signalisation RAS/MAPK

La voie des MAPK contrdle essentiellement 1’expression de protéines impliquées dans la
survie, la différenciation et la prolifération cellulaire (de Cremoux & Robert, 2012). La
liaison des protéines adaptatrices Shc ou Grb2 sur ’EGFR initie I’activation de la voie des
Ras/Raf/MEK/MAPK (Figure 13). L’EGFR active la voie des MAP Kinase, apres la
phosphorylation des tyrosines 1068 et 1086 (Jorissen, 2003). La protéine Grb2,
constitutivement liée a SOS, peut soit interagir indirectement avec I’EGFR par
I’intermédiaire de Shc, soit lier directement les phosphotyrosines du récepteur (Sasaoka et
al, 1994). Dans ce cas, le complexe Grb2/Sos active la GTPase Ras en lui apportant de

I’énergie sous forme de GDP.

Cette activation de RAS permet la mise en ceuvre d’une cascade de phosphorylations
aboutissant a 1’activation de facteurs de transcription. Trois sérine/thréonine kinases
successives sont mises en jeu : une RAF-1, une MEK ou MAP2K (Mitogen-activated
protein kinase kinase) et une ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) ou MAP
kinase. Ces derniers sont responsables de la phosphorylation de facteurs de transcription

tels que c-FOS, ¢c-MYC et c-JUN qui, a leur tour, stimulent 1’expression d’un grand
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nombre de génes, en particulier ceux de cycline D1 et de CDK®6, ayant un rdle majeur dans

I’initiation du cycle cellulaire en G1 (Vaillancourt et al, 1994 ; Hallberg et al, 1994).
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Figure 13 : Voie des MAPK apres activation par I’EGFR (d’apres Pollard, 2008).

=  Voie PI3K /AKT

La voie de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) suit un chemin parall¢le a la voie des
MAP kinases. Comme cette derniére, elle comporte des activations séquentielles de
kinases aboutissant a des effets multiples sur la transcription de génes impliqués dans la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaires. Cette voie est interconnectée en

particulier avec la voie des MAP kinases au niveau de RAS (Rebert, 2010).

La PI3K est une enzyme hétérodimérique composée de deux sous-unités : l'une catalytique
(p110) portant une activité de lipide kinase et 'autre régulatrice (p85, PIK3R1) dotée d’un
domaine SH2 qui lui permet de reconnaitre des phosphotyrosines de RTK activés, et de
transmettre cette activation a la sous-unité catalytique. Cette enzyme peut étre activée
directement par la liaison de récepteurs a activité tyrosine kinase a sa sous-unité p85 ou par

l'intermédiaire de RAS par sa liaison a sa sous-unité¢ p110. PI3K activée induit alors la
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phosphorylation de PIP2 ce qui conduit a la formation de PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,
S-trisphosphate). PIP3 est le principal lipide produit in vivo et il sert de ligand pour
recruter la protéine AKT (Protein serine/ threonine kinase) a la membrane ou cette derniere
est phosphorylée et activée par la sérine/thréonine kinase phosphatidylinositol-3-dependent

kinase 1 (PDK1).

La protéine AKT activée a pour cible de nombreuses protéines d’aval dont mTOR, BAD et
GSK3 (Vignot et al, 2005). Akt catalyse la phosphorylation et 1’activation de mTOR
(Mammalian target of rapamycin) et la phosphorylation et I’inhibition de BAD (Bc/2-
associated death promoter) qui entrent dans la régulation de la survie cellulaire et de

I’apoptose, respectivement (Roskoski, 2014).

La voie PI3K/Akt est négativement régulé par PTEN (phosphatase and tensin homolog)
qui catalyse I’hydrolyse de PIP3 en PIP2 (Chalhoub et Baker, 2009).

* Voie STAT

L’EGFR est capable d’activer la voie des STAT (Signal Transducer and Activator of
Transcription). Les STAT sont phosphorylés par ’EGFR conduisant soit leur homo- ou
hétérodimérisation, et leur translocation dans le noyau ou ils vont agir comme facteur de
transcription contrdlant la prolifération, la différenciation, la survie cellulaire et I’apoptose

(Jorissen, 2003).

Les kinases JAK réalisent la phosphorylation de facteurs de transcription de la famille
STAT. Les genes cibles des facteurs de transcription STAT sont nombreux, mais leur
identification reste incompleéte. STAT3 est fortement impliqué dans la prolifération
cellulaire, avec des génes cibles codant pour les protéines BCL2, les cyclines D, des
facteurs de croissance comme le VEGF, des facteurs de transcription comme MYC, JUN
et FOS. STAT3 est en revanche un répresseur de la transcription du géne TP53 (Rebert,
2010).

11.3. Altérations de L’ EGFR dans les CBNPC

Les différentes altérations de ’EGFR observées dans les tumeurs bronchiques sont liées
aux modes d'activation du récepteur qui peuvent étre une surexpression du récepteur ou

une activation intrinséque du récepteur indépendante du ligand. La surexpression du
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récepteur EGFR et/ou la mutation activatrice du geéne contribue au développement ou la

dissémination du CBP (Ciardiello et Tortora, 2003 ; Gazdar, 2009).

11.3.1. Surexpression de PEGFR

Deux types d’altérations de I’expression de I’EGFR peuvent étre observés : la
surexpression protéique du récepteur et/ou I’amplification (haut niveau de copies) du geéne
de PEGFR. La surexpression de ’EGFR est retrouvée dans plusieurs types de tumeurs
solides, dont les cancers colorectaux, de la téte et du cou, de ’ovaire, du col de "utérus, du
sein, de I’estomac et du poumon. Elle est fréquemment considérée comme un signe d’un

mauvais pronostic (Nicholson et al, 2001).

=  Augmentation du nombre de copies du géne EGFR

Plusieurs anomalies chromosomiques ont ¢été¢ identifiées dans le CBNPC, dont
I’augmentation du nombre de copies du géne EGFR qui est due soit a une amplification
génique, soit a une polysomie du chromosome 7 (7p12) porteur du gene de ’EGFR (Testa
et Siegfried, 1992). L’augmentation du nombre de copies du gene EGFR est
principalement détectée par la technique FISH (Fluorescence in situ Hybridation), et existe
dans 32 a 42% des adénocarcinomes CBNPC (Hirsch, 2003 ; Cappuzzo et al, 2005 ; Liang

et al, 2010), et semble plus fréquente chez le patient non-fumeur (Jeon et al, 2006).

Cette augmentation est liée a un mauvais pronostic chez les patients atteints de CBNPC
(Hirsch et al, 2003 ; Jeon et a/, 2006). En outre, des études cliniques ont montré qu’elle est
un facteur prédictif de réponse plus robuste aux inhibiteurs de 1’activité tyrosine kinase de
I’EGFR (Cappuzzo et al, 2005 ; Sequist et al/, 2007 ; Hirsch, 2007). A P’inverse, d’autres
¢tudes ont montré que 1’amplification génique n’était pas un marqueur prédictif de réponse

aux inhibiteurs de tyrosine kinase de ’EGFR (Fiala et al, 2016).

= Surexpression de la protéine EGFR

L’EGFR est surexprimé dans 50% a 60% des cas du CBNPC et son expression est associée
a un mauvais pronostic (Hirsch et a/, 2003 ; Sharma, 2007 ; Gazdar, 2010 ; Liang et a/,
2010 ; Chang et al, 2017). Cette surexpression se varie selon le type histologique, elle est
plus fréquente dans le carcinome épidermoide que dans 1’adénocarcinome (Hirsch et al,

2003).
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Les valeurs pronostique et prédictive de la surexpression protéique de I’EGFR ont fait
I’objet d’études contradictoires. Certaines études n’ont pas de 1’association entre la
surexpression de I’EGFR n'avait pas une valeur pronostique dans le CBNPC (Hirsch et al,
2003), alors que d’autres travaux indiquent qu’elle pourrait étre prédictive d’un mauvais
pronostic (Selvaggi et al, 2004). Une autre étude par Onn et al. (2004) ont montré que la
concomitance de surexpressions de HER2 et de ’EGFR pourrait étre un facteur prédictif
d’une diminution de la survie et d’un plus fort risque de rechute chez les patients atteints

du CBNPC.

De méme pour sa valeur prédictive, des études ont montré que la surexpression de I’EGFR
est associ¢e a un meilleur taux de réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase de I’EGFR.
En revanche, d’autres études complémentaires ont ensuite démontré I’absence de valeur

prédictive de la surexpression de I’EGFR (Cappuzzo et a/, 2003 ; Hirsch, 2007 ; 2009).

11.3.2. Mutations du géne EGFR

=  Mutations intracellulaires dans le domaine tyrosine kinase de PEGFR :

Dans le CBNPC, les mutations activatrices de ’EGFR ont lieu principalement sur les

exons 18 a 21 au niveau du domaine tyrosine kinase de I’EGFR (Figure 14).

Ces altérations ont toutes été clairement associées a un gain de fonction du récepteur muté
souvent li¢ a une auto-phosphorylation du site kinase et induisent I’activation constitutive
de ’EGFR et de ses voies d’aval ce qui permet la prolifération et la survie des cellules
tumorales. La prévalence de ces mutations dans les CBNPC varie selon les sous-types

histologiques et les populations étudiées.

Deux de ces mutations sont les plus fréquentes représentant environ 85% de I’ensemble
des mutations d’EGFR dans le CBNPC : mutation L858R dans 1’exon 21, substitution
d’une leucine en arginine au niveau du codon 858 comptent pour 40 a 45% de ces
mutations, et délétions au niveau de I’exon 19 (Del-19) d’au moins cinq codons 746 a 750
(delE746-A750), emportant systématiquement la séquence d’acides aminés LREA
(leucine, arginine, glutamate, alanine) représente environ 45% d’entre ces mutations.
D’autres mutations activatrices plus rares ont été décrites dans 1’exon 18, environ 5% de
toutes les mutations EGFR (notamment substitutions G719X, G719C, G719S, G719A,
V689M, ...), insertions dans 1’exon 19 (< 1%), substitution T790M (2%) et insertions (4%
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a 9%) dans I’exon 20, substitution L861Q (2%) dans I’exon 21 (Sharma et al/, 2007 ;
Tanaka et a/, 2010).

Luasson EGF Limson EGF ThA Tyrasine kinase Autophosphorylation
L a = =
Exaon 2 5 7 13 & 17 1821 23-24 8
Mutabions gssockées
ala rasistance
aux EGER-TKI T790M (50%)*
D770 _NIT1H{ins NPG)
DIF0_MFT1{ins SVQ)
D770_M771 {ins &), NTTIT
WIE9L
D7alY 5768
3 (1) 23 33
Exon 18 Exon 19 Excn 20 Exon 21
[nuclectide-binding loop) [activation loop)
GT19C AET46-AT50 V765A L858R (40-45%)
GT195 AET46-TT751 T783A NB265
GT19A AET46-ATS0 (ins RP) {<1%) ABI9T
VERIM AET46-T751 (ins A1) KBAGR
NT00D AETA6-TTSH (ins VA) LEGIQ)
ETO09K/Q AET46-5752 [ins ASY) GB630D
5720P ALT4T-E749 [ATS0P) (40-45%)
(5%) ALTAT-ATE0 (ins P)
“ AL747-T751
AL747-TT51 fins BYS)
AL7AT-5752
Mutations associées AL747-752 [E746V)
4 I sensibilit AL747-752 {P7535)
8LXEGFRTKI AL747-5752 fins Q)
AL747-PT53
AL747-P753 {ins §)
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{45%)

Figure 14 : Mutations du géne EGFR dans le CBNPC (d’apreés Sharma, 2007).

=  Mutations dans le domaine extracellulaire :

Le mutant le plus fréquent est 'EGFRVIII (de2-7 EGFR ou AEGFR). Il s’agit d’une
délétion des exons 2 a 7, entrainant une perte de 267 acides aminés, et a pour conséquence
la perte du domaine de fixation du ligand et I’autophosphorylation qui entraine 1’activation
du récepteur en I’absence de ligand (Haley et al, 1987 ; Pedersen et al, 2001). Cette

mutation rare dans ’adénocarcinome et présente dans 5% de carcinome épidermoide

(Ohtsuka et al, 2007).

I1.4. Thérapies ciblées anti-EGFR

De par le réle clé que joue I’EGFR dans la carcinogenése pulmonaire, I’EGFR a été assez
tot identifi¢ comme une cible thérapeutique potentielle. L'inhibition de l'activité tyrosine-

kinase de ’EGFR diminue la prolifération cellulaire, I'angiogenése et 1'invasion tumorale

35



Chapitre I : Synthése bibliographique

locale et métastatique, de plus, elle favorise l'apoptose. Des thérapies ciblées visant a le
bloquer ont été¢ développées, il existe deux fagcons d’inhiber ’EGFR : soit en utilisant des
inhibiteurs compétitifs de I’ATP qui vont bloquer ’activité tyrosine kinase du récepteur,
soit en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine extracellulaire du

récepteur.

- Les inhibiteurs de l'activité¢ tyrosine-kinase de I’EGFR ou EGFR-TKIs (7yrosine
kinase inhibitors anti-EGFR) se fixant de manicre se fixant de maniére compétitive a la
poche de fixation de I’ATP empéchant ainsi la fixation de I’ATP. L’échange de
phosphate n’étant plus possible entre ’EGFR et I’ATP, la phosphorylation de ’EGFR
est inhibée, ce qui provoque l’inactivation transitoire de 1’activité tyrosine kinase

(Ciardiello et Tortora, 2008).

- Les anticorps empéchent la fixation du ligand au récepteur EGFR.

_ Receptor-specific

Aot

Anti-EGFR
' 4 monoclonal

‘ ~ { antibody Cell memb

-
ancer-cell cycle arrest and potentiation of antitumor
activity of cytotoxic drugs and radiotherapy

.'J

Figure 15 : Mécanismes d'action des inhibiteurs de 'EGFR (d’apres Ciardiello et Tortora,
2008).
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11.4.1. Inhibiteurs de ’activité tyrosine kinase de ’EGFR (EGFR-TKIs)

« EGFR-TKIs de premiére génération

La découverte du motif structural « 4-anilinoquinazolines » a permis le développement de

nombreux inhibiteurs de la famille HER dont les EGFR-TKIs de premiére génération. Les

EGFR-TKIs développés les premiers furent le Géfitinib et I’Erlotinib (Tableau 4).

Tableau 4 : EGFR-TKIs de premiére génération.

Dénomination Gefitinib (ZD1839) Erlotinib (OS1774)
Nom Iressa® Tarceva®
commercial (Laboratoires AstraZeneca) (Laboratories Roche)
Nom du 4-(3-chloro-4-fluoro-anilino)-7- N-(3-ethynylphenyl)-6, 7-bis(2-
produit methoxy- 6-(3-morpholinopropoxy) | methoxyethoxy) -4-quinazolinamine
quinazoline
\T\
b s b
/b\‘,\ L. o = =
Formul (] A
ormuliec ’/.\'N P 3 P = N - o ,\\/,/\,_\__ 3 . /5 N
) | 7
0\_/ uN- e yN »HI/Z'-'““
| ~
-l:\;,l\_ [ ﬂ
F S
.'. ]
C

Les patients porteurs d’une mutation de I’EGFR avaient une meilleure survie sans
progression et un meilleur taux de réponse au Gefitinib comparativement aux patients avec
un EGFR non muté¢ (Tableau 5). Ces derniers représentent une meilleure survie sans

progression sous chimiothérapie (Mok et al, 2009).
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Tableau 5 : Efficacité des EGFR-TKIs de premicre génération (d’aprés Brosseau, 2015).

Essai Nb patient | SSP HR IC | Médiane SG HR Médiane
clinique | Molécule EGFR 95 % SSp IC 95 % SG (mois)
muté (mois)
IPASS Géfitinib 261 0,48 9,5 1 21,6
(0,36 ; 0,64) (0,76 ; 1,33)
WITOG Géfitinib 171 0,49 9,2 1,19 36
(0,34;0,71) (0,77 ; 1,83)
OPTIMAL | Erlotinib 165 0,16 13,1 1,04 22,7
(0,10 0,26) (0,69 ; 1,58)
EURTAC | Erlotinib 174 0,37 9,7 1,04 22,9
(0,25 0,52) (1,65 ; 1,68)

SSP : survie sans progression ; SG : survie globale.

= Facteurs prédictifs de sensibilité aux EGFR-TKIs

Les mutations activatrices de ’EGFR ont ¢ét¢ identifiées comme facteurs prédictifs de
sensibilit¢ aux EGFR-TKIs en 2004 par deux groupes indépendants : Paez et al. (2004) et
Lynch et al. (2004). Les cellules tumorales avec ces mutations auront une plus grande

sensibilité a ces traitements que les cellules sans mutation.

Dans le CBNPC, les mutations activatrices de I’EGFR sont plus fréquentes chez les
femmes, les non-fumeurs, et les cas ayant un adénocarcinome (Cappuzzo et al., 2005 ;
Rosell, 2009). Selon les populations étudiées, ces mutations représentent environ 10% a
20% des patients Caucasiens et 40% a 50% des cas en Asie (Midha et al, 2015 ; Zhang et
al, 2016).

On peut distinguer trois catégories de ces mutations, selon leurs fréquences et leurs

sensibilités aux EGFR-TKIs :

- Deux mutations les plus fréquentes, qui représentent plus de 85% de toutes les
mutations EGFR, sont décrites sur deux loci : I’exon 19, au sein du motif dit ELREA,

et une mutation faux-sens L858R dans ’exon 21.

- Les autres mutations rares dont I’impact sur la fonctionnalité du récepteur n’est pas

toujours connu (Gibault et al, 2014).
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domain (1)

Cysteine-rich
domain ()

Ligand binding
domain (IIl)

Cysteine-rich
domain (IV)

Transmembrane
region

Tyrosine Kinase
Domain

Regulatory domain

[ Exon 18 ] Exon 19 l Exon 20 [ Exon 21 ]
g;nsni\;“!g";mj G719X Insertions  Deletions Insertions T790M L858R Les1Q
ofinib, Gefitinib, (3%) (1%) (45%) (5-10%) : (40%) (2%)

Afatinib Sensitive Sensitive Sensitive Resistant oy Sensitive Sensitive

Figure 16 : Mutations de ’EGFR dans le CBNPC et ses sensibilités aux EGFR-TKIs
(modifié d’apres Jorge et al, 2014).

- Les mutations associées a une résistance aux EGFR-TKIs sont généralement situées au
sein d'exon 20. Ces mutations sont des insertions ou des mutations ponctuelles telles
que la mutation T790M, qui présente le principal mécanisme de résistance aux EGFR-

TKIs (Fallet et al, 2016).

Certaines études ont montré que les patients ayant un EGFR muté, avec une amplification
du geéne, ont une survie sans progression plus longue et surtout un meilleur taux de réponse
aux EGFR-TKI (Hirsch, 2008 ; Dahabreh et a/, 2011 ; Shan, 2015). De méme, Cappuzzo
et al. (2005) ont trouvé une corrélation significative entre la surexpression de protéine
EGFR avec H-score immunohistochimique >200 et le taux de réponse et la survie sans

progression plus longue chez les patients traités par le Gefitinib.
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= Résistance aux EGFR-TKIs

Les patients atteints de CBNPC montrent une résistance aux EGFR-TKIs, soit ils ne
présentent pas de réponse initiale « la résistance primaire », soit ils présentent une
résistance aprés une période de traitement « résistance acquise ou secondaire ». La
résistance primaire survenant avant le troisieme mois de traitement par EGFR-TKI et la
résistance acquise qui apparait plus tardivement et qui représente 90% des cas de

résistance.

11.4.2. Anticorps monoclonaux anti-EGFR

Les principaux anticorps monoclonaux ciblant I’EGFR testés pour le traitement du
CBNPC avec une surexpression de ’EGFR sont : le Cetuximab, le Necitumumab, le

Panitumumab, le Matuzumab et le Nimotuzumab.

Le Cetuximab (Erbitux®), est un anticorps chimérique, utilisé en pratique clinique dans le
traitement du cancer colorectal métastatique et du carcinome épidermoide de la téte et du
cou (HAS, 2009), est toujours en phase clinique pour le traitement du CBNPC. Dans
I’essai clinique de FLEX (phase III), par son utilisation combinée a une double
chimiothérapie (Cisplatin et Vinorelbine), une amélioration de la survie globale a été
observée comparativement a la chimiothérapie seule chez les patients atteints d’'un CBNPC
métastatique (Pirker, 2012). De méme, la combinaison avec une chimiothérapie

(Pemetrexed ou Docetaxel) apporte un bénéfice de survie sans progression (Zhang, 2015).

Le Necitumumab (Portrazza®), un anticorps monoclonal de deuxiéme génération, a
montré une amélioration de la survie globale et de la survie sans progression de la maladie
en combinaison avec une double chimiothérapie (Gemcitabine et Cisplatine)
comparativement a la chimiothérapie seule, chez des patients atteints de carcinomes
¢pidermoides incluant le CBNPC. En décembre 2015, il a recu I’autorisation de mise sur le
marché (AMM) de I’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux FDA
(Food and Drug Administration) et de 1’agence européenne des médicaments EMA
(European Medicines Agency) pour une indication, en combinaison avec la Gemcitabine et
le Cisplatine, dans le traitement des carcinomes épidermoides bronchiques localement

avancés ou métastatiques et chimiothérapie-naifs (Losanno, 2016 ; Agustonia et a/, 2019).
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I1.5. Altérations de voies de signalisation de PEGFR et Thérapies ciblées

I1.5.1. Ciblage de voie RAS

La protéine RAS joue un role majeur en aval de ’EGFR dans la transduction du signal
entre le récepteur et les kinases cytoplasmiques. C’est une GTPase ancrée a la membrane
plasmique qui agit comme un commutateur on/off en recrutant et activant des protéines
nécessaires a la propagation du signal lorsque le récepteur est activé. La conversion GTP>
GDP conduit a une inactivation de KRAS et est un frein de 1’activation en aval. La
premicre kinase en aval de KRAS est la protéine BRAF, qui permet la transduction du

message aux kinases MEK (MAPK) (Gibault et a/, 2014).

Les altérations majeures de cette voie correspondent aux mutations des génes KRAS et
BRAF. La présence de telles mutations au niveau tumoral est responsable d’une activation
acquise de la voie RAS/MAPK en aval de I’EGFR, et totalement indépendante de la

fixation du ligand a ce dernier.

=  Mutations de KRAS

Le gene KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) est situé sur le bras court du
chromosome 12 (12pl12.1). Les altérations de KRAS associées au CBNPC consistent
principalement en des mutations ponctuelles au niveau des codons 12 et 13 au sein de

I’exon 2 du géne KRAS (Riely et al, 2009).

La présence des mutations activatrices de KRAS est une altération moléculaire fréquente
dans les CBP (Dearden et al/, 2013). La présence de cette anomalie est mutuellement
exclusive des mutations de ’EGFR, et souvent considérée comme un facteur de mauvais
pronostic et de résistance aux thérapies anti-EGFR et a la chimiothérapie ; méme si cela

reste controversé, avec des résultats divergents selon les études (Guibert et al, 2016).

=  Mutations de BRAF

Des mutations activatrices de BRAF ont été identifiées dans environ 1 a 3 % des CBNPC
principalement de type adénocarcinome (Paik et a/, 2011 ; Barlesi et a/, 2013 ; Hamard et
al, 2016). La présence des mutations de BRAF est mutuellement exclusive des mutations

de ’EGFR et de KRAS (Gibault et al, 2014).
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= Thérapies ciblées la voie RAS / MAPK

Le développement de différentes classes de thérapies ciblées qui visent a inhiber ces voies,
les trois principales catégories des agents thérapeutiques sont : les inhibiteurs de RAF, les

inhibiteurs de MEK et les inhibiteurs directs de RAS.

> Les inhibiteurs directs de RAS :

Les mutations KRAS sont méme longtemps considérées comme non traitables ou
‘Undruggable’. En effet, les principaux obstacles au développement des thérapies ciblant
directement cet oncogene sont liés a la grande affinité de la protéine KRAS pour le GTP et

la toxicité d ces approches thérapeutique contre cette protéine.

Deux médicaments, le Sotorasib (AMG-510, Amgen) et I’ Adagrasib (MRTX-849, Mirati
Therapeutics), sont les premiers inhibiteurs directs de KRAS a atteindre le stade de

développement clinique (Hong et al, 2020 ; Janne et al, 2020 ; Skoulidis et a/, 2021).

> Les inhibiteurs d’effecteurs de voie RAS :

Des essais cliniques sont en cours pour valider I’intérét des inhibiteurs de BRAF chez les
patients atteints de CBNPC. Parmi les inhibiteurs ciblant les mutations de BRAF « le
Dabrafenib et le Vemurafenib » et I’inhibiteur « le Trametinib » ciblant MEK (Hamard et

al, 2016 ; O'Leary et al, 2019 ; Mazieres et al, 2020).

11.5.2. Ciblage de voie PI3K

Parallélement a I’activation de la voie RAS/MAPK, la voie de signalisation PIK3/AKT/
mTOR est une cible en aval de I’EGFR, associée a la survie cellulaire, 1’échappement a
I’apoptose, I’acquisition d’une mobilité cellulaire et I’angiogenese (Gibault et al/, 2014).
Les altérations de voie PI3K sont liées principalement a la région du géne PIK3CA (3q26)
codant pour la sous-unité catalytique pl10a. De plus, d’autres anomalies sont liées au
régulateur négatif principal de la voie PI3K/AKT, la phosphatase PTEN (Phosphatase and
Tensin homologue) (Marsit et al, 2005 ; Scheffler et al, 2015 ; Wang et a/, 2020).

= Thérapies ciblées anti-PI3K

Les inhibiteurs de PI3K peuvent étre classé€s en trois catégories : les inhibiteurs pan-PI3K,
les inhibiteurs PI3K sélectifs, et les inhibiteurs duels PI3K/mTOR. Parmi les inhibiteurs

évalués dans le traitement de CBNPC (essais cliniques phase I-1I) : les inhibiteurs pan-
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PI3K (Buparlisib, Voxtalisib, X147, Pictilisib), I’inhibiteur sélectif anti-p110a (Taselisib)
et I’inhibiteur PI3K/mTOR (Apitolisib). Ils ont été testés comme monothérapies ou en
combinaison avec des agents de chimiothérapie ou thérapies ciblées. D’autres sont en

cours pour évaluer leur intérét chez les patients atteints de CBNPC (Rebuzzi et al, 2021).
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Chapitre II : Matériels & Méthodes

I. Méthodologie

Il s’agit d’une étude rétrospective, descriptive et analytique, menée entre juin 2015 et
décembre 2020, sur des patients ayant été diagnostiqués et/ou traités au niveau du CHU Ben-

Badis de Constantine.

Nous avons présenté dans une premicre partie notre étude épidémiologique basée sur les
données disponibles pour 169 cas de CBP. Les données recueillies nous ont permis
d’évaluer certains parametres pathologiques et cliniques afin de décrire le profil

épidémiologique et clinico-pathologique du CBP dans notre population.

Dans une seconde partie, nous avons étudi¢ le statut mutationnel du gene EGFR et la
surexpression de la protéine EGFR dans une cohorte de 58 patients atteints de CBNPC, en
analysant les caractéristiques clinico-pathologiques des patients présentant des mutations de
I’EGFR. Les mutations et la surexpression de 'EGFR ont été détectées par techniques de

séquengage capillaire et d’immunohistochimie, respectivement.

58 patients atteints de

cancer bronchopulmonaire
non a petites cellules

. Etude anatomo-
Analyse retrospective athologigue
de patients atteints de pat10081q
. (Confirmation du
cancer bronchopulmonaire di g
iagnostic)
iyt \U
~N
AT : Etude moléculaire . Etude'
Etude épidémiologique , immunohisto-
: de 'EGFR N
(169 patients) o1 chimique de
(Sequencage capillaire) EGFR
Profil < 1 Statut mutationnel Expression de
Clinico-pathologique du géne EGFR I'EGFR

Figure 17 : Schéma représentatif de la méthodologie adoptée pour notre étude.
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«  Patients

La majorité des patients présentant notre population d’étude proviennent de 1’Est algérien,

habitant la ville de Constantine et aux villes limitrophes.

Les criteres d’inclusion étaient :

- patients de deux sexes.

- tout age confondu.

- ayant un diagnostic histologique ou cytologique prouvé de CBP.
- ayant un cancer métastatique ou non.

- ayant subi ou non un traitement (chirurgie, radiothérapie et/ou chimiothérapie).

Les criteres d’exclusion, concernant les patients sélectionnés pour 1’étude moléculaire de

I’EGFR, étaient :

- patients n'ayant pas un CBNPC histologiquement prouvé.
- n’ayant pas des échantillons tumoraux archivés au sein du service Anatomopathologique.
- n’ayant pas des échantillons ¢ligibles pour une analyse moléculaire en termes du volume

de prélevements ou de la richesse tumorale.

» Recueil de données

Les données cliniques et pathologiques disponibles ont été recueillies rétrospectivement a
partir des dossiers archivés des patients au niveau des services Anatomie pathologique,
Pneumologie, Chirurgie thoracique et Oncologie médicale. Ces données ont été saisies et
organisées sur Excel (Microsoft Office 2019) afin d’effectuer 1’analyse statistique des

différents parametres.

«  Aspects d’éthique

L’acquisition et 1’analyse des données des patients ainsi que les échantillons tumoraux
archivés ont été effectués dans le respect de la confidentialité et de I’anonymat. Au préalable
une autorisation nous a ¢té délivrée aupres du CHU Ben-Badis de Constantine, signée par le
directeur général et les chefs de services concernés. Notre étude a été également approuvée
par le comité consultatif d’éthique (CCE) du centre de recherche en biotechnologie de

Constantine (CRBt) (4nnexes A et B).
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= Analyses statistiques

Les variables qualitatives ont été exprimées en effectifs et pourcentages et les variables
quantitatives en moyenne ou médiane. Pour les données qualitatives, la comparaison entre
deux groupes a été réalisée par le test du chi-deux (X?) ou le test exact de Fisher. La
différence est considérée statistiquement significative, si la valeur de p est inférieure a 0,05.
Les intervalles de confiance sont donnés a 95%. Les analyses statistiques des données ont été

réalisées au moyen du logiciel GraphPad Prism version 7.

II. Méthodes

I1.1. Etude épidémiologique

Notre étude épidémiologique a porté sur une série de 169 patients. Nous avons effectué une
analyse descriptive de données des patients collectées rétrospectivement pour décrire les
caractéristiques clinico-pathologiques et les facteurs de risques liés au CBP. Les principaux
parametres analysés sont : le sexe, 1’age, le tabagisme, le type histologique, le stade de la

maladie et le type de traitement.

I1.2. Collecte des échantillons tumoraux

58 échantillons des patients atteints d’'un CBNPC, dont le prélévement tumoral était €ligible
pour une étude moléculaire de 'EGFR ont été inclus. Les échantillons tumoraux sont de
type ‘tissus fixés au formol et inclus en paraffine’ ou FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-

Embedded) archivés au niveau du service d’ Anatomie pathologique du CHU de Constantine.

La confirmation du diagnostic histopathologique de CBNPC a ¢été effectuée au sein du
service d’Anatomie pathologique sur des prélévements tissulaires obtenus a partir des
biopsies (biopsies pulmonaires et pleurales) ou des dissections des picces opératoires,
adressés principalement par les services de Chirurgie thoracique et de Pneumologie. Ces

prélévements sont utilisés pour la préparation d’échantillons FFPE.

Ce diagnostic est bas¢ sur des études macroscopique, microscopique et complété par une
¢tude immunohistochimique, en analysant 1’expression des différents marqueurs cellulaires

des CBNPC (TFF1, Napsin A, Cytokératine 7, P63/P40 et Cytokératine 5/6).
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I1.3. Etude histologique

L’¢tude histologique correspond a I’examen de prélévements tissulaires, en analysant des

cellules et des tissus par diverses méthodes principalement basées sur la morphologie.

11.3.1. Préparation des coupes histologiques

Les échantillons FFPE ont été préparés a partir des différents types de prélévements,
essentiellement des pieces chirurgicales, des biopsies et des biopsies pleurales, apres une

¢tude macroscopique. Elle passe par une série de préparation (Annexe C) :
» Fixation

Cette étape a pour but de s’opposer a la déshydratation prématurée des cellules et surtout a la
putréfaction des tissus. La solution de formol dilué a 10% est utilisée, car il permet de bonnes

¢tudes immunohistochimique et moléculaire.

= Déshvdratation

L’échantillon tissulaire est fixé, puis progressivement déshydraté par passages successifs
dans des solutions éthanoliques de plus en plus concentrées (60%, 70%, 90%, 95%, 100%)
jusqu’a ce que toute I’eau ait été soustraite et que 1’échantillon soit totalement imprégné
d’éthanol absolu. L'éthanol est ensuite remplacé par un solvant organique (xyléne ou toluene)
dans lequel peuvent se dissoudre a la fois la paraffine et I’éthanol (la paraffine n’est pas

soluble dans 1’éthanol).

= Inclusion en paraffine

L’échantillon est alors immergé dans la paraffine liquide chauffée a une température

dépassant juste son point de fusion, puise celle-ci est solide a température ambiante.

= Refroidissement

Une fois I’échantillon bien imprégné, il est laissé refroidir dans un moule rempli de paraffine

qui se solidifie (pour former un bloc de paraffine).
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= Réalisation des 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 um d’épaisseur

sont obtenues.

= Coloration histologique des coupes par Hématoxyline-Eosine (H&E)

L’¢tape de coloration des coupes a été effectuée a I’aide d’une coloration par H&E, qui
permet de distinguer clairement les noyaux (en bleu par I’hématoxyline) et le cytoplasme (en
rose par 1’¢éosine) des cellules, en utilisant 1’automate de coloration (Varistain, Thermofisher

scientific).

- Afin d’¢éliminer la paraffine et réhydrater les tissus, les lames sont prétraitées par 1’xyléne,

déshydraté par passages successifs dans des solutions éthanoliques a concentrations
décroissantes (100%, 90% et 70%) ;
- Colorer par I’hématoxyline pendant 4 minutes et rincer a I’eau courante ;

- Rincer a I’alcool acide pendant 10 secondes et rincer a I’eau courante ;

- Colorer dans une solution d’¢osine pendant 1 minute et rincer rapidement a 1’eau
courante ;

- Déshydrater par passages successifs dans 1’éthanol (70% et 100%) et dans I’xyléne,

pendant 5 minutes chacun.

=  Montage des lames

Le montage des lames consiste a les protéger définitivement par une lamelle de verre collée a

I’aide de la résine ou d’un produit synthétique qui se polymérise a I’air.

11.3.2. Etude microscopique

L’observation microscopique des lames a été effectuée grace au microscope optique. Au
terme de cette étude morphologique, I’examen histopathologique conventionnel nous a
permis de préciser principalement le type histologique et le grade avec envahissement
ganglionnaire et métastatique a distance (pTNM), ainsi qu’il permet d’évaluer la densité des

cellules tumorales pour I’analyse moléculaire.
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IL4. Etude immunohistochimique

L’expression de la protéine EGFR a été évaluée par étude immunohistochimique sur des
¢échantillons FFPE, en utilisant le kit EnVision+ System (Dako, Agilent) et respectant le

protocole accompagnant ce kit.

I11.4.1. Description de la technique

L’immunohistochimie a pour but de mettre en évidence, dans les tissus, des protéines
membranaires, cytoplasmiques et/ou nucléaires visualisées grace a la détection par un
anticorps spécifique couplé a un chromogeéne agissant sur un substrat. La détection est
sensibilisée par des méthodes de démasquage antigénique et amplifiée par des réactions
immunologiques ou biochimiques améliorant la visualisation du signal. Elle peut étre réalisée
sur des échantillons FFPE pour la morphologie conventionnelle incluant des prélévements

biopsiques de petite taille, voire sur des prélévements cytologiques (Antoine, 2007).

Dans notre étude, I’'immunohistochimie a été réalisée a I’aide du kit EnVision+ System qui est
basé¢ sur un systeme de révélation indirecte. Le principe de ce systeéme est représenté

schématiquement par la figure 18.

) HRF/DAB

_ Polymer
2™ Antibody
1st Antibody

Antigen (Target)

= Tissue section

Figure 18 : Principe de la détection indirecte dans la technique immunohistochimique

(d’apres Shi & Stack, 2015).

L’antigéne au niveau du tissu est détecté par un anticorps primaire de lapin qui se lie a un
anticorps secondaire anti-lapin. Ce dernier se fixe a un polymeére composé d’un dextrane li¢ a

des anticorps de cheévre se fixant aux immunoglobulines de lapin et a de multiples molécules
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d’HRP (Horseradish Peroxydase). Le montage est ensuite révélé par un systeme chromogene

substrat avec I’ajout de peroxyde d’hydrogene (H20>) et de DAB (Diamino Benzidine).

11.4.2. Technique immunohistochimique

11.4.2.1. Anticorps utilisé

Il s’agit d’un anticorps de Lapin dirigé contre la protéine EGFR humaine dont la référence
commerciale est PLA0101 fourni par Sigma-Aldrich ; reconnait le domaine extracellulaire du
récepteur couvrant la région entre résidus 1150 et le C-terminal (résidu 1210). 11 a été utilisé a

une dilution de 1:1000 avec un diluant appelé Universal antibody diluent (Abcam).

11.4.2.2. Protocole détaillé

L’immunomarquage a été réalisé a I’aide du kit EnVision+ System (Dako) a été utilisé
conformément aux recommandations faites par le fabricant. Les composants du kit ont été

adaptés a la température ambiante avant d’étre utilisés.

 Préparation des coupes

- Des coupes histologiques d’une épaisseur de 4 um ont été préparées sur des lames
silanisées (pour assurer 1’adhérence des coupes).
- Elles ont été fixées par incubation dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.

= Déparaffinage et réhydrations

Le déparaffinage consiste en un prétraitement des lames afin d’éliminer la paraffine et
réhydrater les tissus par du xyléne, des passages successifs dans des solutions éthanoliques a
concentrations décroissantes (100%, 90% et 70%) puis bains dans de 1’eau distillée jusqu’a

I’utilisation dans 1’étape suivante.

« Démasquage antigénique (Restauration antigénique par la chaleur)

Pour I’¢tape de la perméabilisation des membranes et la restauration antigénique, les lames
ont ¢t¢ immergées dans du tampon Citrate (pH.6) dans un récipient et incubées dans bain-
marie a 95°C pendant 25 a 35 minutes. Apres refroidissement et 2 lavages en eau distillée, les

lames laissées dans de 1’eau jusqu’a utilisation.
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= Blocage des peroxvdases endogénes

Les lames sont placées a température ambiante dans une chambre humide. Cette
démarche sera assurée pour toutes les prochaines étapes pour éviter la déshydratation des
tissus.

Afin de bloquer ’activité des peroxydases endogeénes présentes dans les cellules et ainsi
réduire le bruit de fond, les lames a été incubées avec de ’H202 3% (Peroxydase Block
Reagent) pendant 5 minutes.

Les lames ensuite rincées a 1’eau distillée, puis placées dans un bain contenant du tampon
PBS pendant 5 minutes afin d’¢liminer ’'H>O».

On délimite les zones sur lesquelles nous appliquerons 1’anticorps primaire avec PAP pen

qui empéche la diffusion des réactifs (anticorps).

=  Anticorps primaire

On applique suffisamment de solution d’anticorps primaire anti-EGFR pour couvrir
d’échantillon et on incube pendant 1 heure.
On égoutte les lames et on les fait passer dans 2 bains de lavage par PBS pendant 5

minutes.

= Anticorps secondaire et systeme révélateurs

Puis, les lames sont incubées pendant 30 minutes avec I’anticorps secondaire anti-Lapin
(Labelled polymer-HRP Reagent) qui correspond a un polymere couplé a I’HRP.

On égoutte les lames et on les rincer dans 2 bains du PBS pour lavage.

Le sérum normal de lapin a été utilis€ comme témoin négatif de réaction Ag/Ac.

Pour la révélation du site de réaction Ag/Ac, on applique une solution de substrat DAB
pendant 10 minutes. Le DAB est converti en un produit chromogene via le HRP prenant
une coloration marronne.

On rince a I’eau distillée et on égoutte les lames.

= Contre-coloration

La contre-coloration doit étre minime, suffisant pour visualiser tous les noyaux et pas trop
forte pour ne pas empécher 1’appréciation de marquage faible.

Elle a été réalisée a ’hématoxyline pendant 1 minute, puis on rince les lames a 1’eau.

Les tissus sont ensuite déshydratés par des bains successifs dans 1’éthanol (70%, 90% et

100%) puis de Xyléne pour la décoloration du cytoplasme et du tissu conjonctif.
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=  Montage des lames et observation microscopique

Le montage lame-lamelle s’est effectu¢ de méme fagon que celle précédemment décrite
dans 1’étude histologique.
L’observation microscopique a été effectuée grace au microscope optique avec caméra

DM1000 et le logiciel d’acquisition des images LAS version 3 (Leica).

= Régles d’interprétation

L’expression de I’EGFR combine le pourcentage des cellules tumorales positives pour le
marquage et l'intensité de marquage.
La protéine EGFR a été considérée comme surexprimée lorsque plus de 10% des cellules

tumorales aient positives avec un degré d’intensité de 2 a 3.

IL.5. Etude du statut mutationnel de PEGFR

Les exons 19, 20 et 21 du geéne EGFR ont été séquencés pour chercher la présence des

mutations. La lignée H1975 achetée a ’ATCC (American Type Culture Collection), qui est

une lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome pulmonaire, a été utilisée comme controle

positif pour la détection de mutations de ’EGFR. Cette lignée exprime la mutation L858R

dans I’exon 21 et la mutation T790M (mutation de résistance aux TKIs) dans I’exon 20.

11.5.1. Extraction et quantification de ’ADN génomique

—]

|

Tissu FFPE

o

_—

Sample preparation
and pretreatment

DNA binding

(Tumor)

s

cell line
(Mutant-EGFR +)

DNA Extraction

DNA quantification &
purity (Nanodrop)

Figure 19 : Schéma représentatif de la méthodologie adoptée pour I’extraction et

la quantification de I’ADN dans notre ¢tude.
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= Extraction de PADN a partir des échantillons FFPE

> Préparation des échantillons FFPE :

- L’¢évaluation de densité des cellules tumorales sur des coupes histologiques (H&E).

- Lapréparation de 5 a 8 coupes histologiques de 10 pm d’épaisseur de tissu tumoral
(FFPE) a I’aide d’un microtome et collectées dans un microtube de 2 ml.

- Le tissu a été déparaffiné par incubation avec du xyléne pendant 10 minutes, puis une
étape de centrifugation pour précipiter le tissu. Le surnagent contenant du xyléne a été
enlevé.

- Le tissu a été incubé avec de I’éthanol absolu pendant 30 secondes pour éliminer les
traces du xylene.

- Le culot (tissu) a été ensuite laissé sécher a 1’air libre ou a 37°C pendant 15 minutes.

>  Extraction d’ADN tissulaire :

L’extraction d’ADN a été ensuite réalisée avec le kit A/IlPrep DNA/RNA FFPE (Qiagen)

selon les recommandations du fabricant. Les étapes suivies sont :

4

- Etape delyse:
Le culot a été resuspendu dans 180 pl de solution de lyse Buffer ATL et 40 pl de la

Protéinase K avec agitation au vortex. Puis la suspension a subi deux étapes successives
d’incubation pendant 1 heure a 55°C et 2 heures a 90°C, suivi d’une étape de digestion
par la RNase-A pendant 2 minutes en vue de prévenir une éventuelle contamination par
I’ARN.

- Filtration de lysat (tissu lysé) sur colonne de gel de silice pour récupérer de ' ADN :

Le lysat a été resuspendu dans une solution contenant 200 pl du tampon AL et 200 ul de
1’éthanol et transféré dans une colonne de gel de silice (QIAamp MinElute spin column)
placée dans un tube collecteur de 2 ml. Les tubes ont ét¢ ensuite centrifugés pendant 1
minute a > 10,000 rpm (rotation par minute).

- Etape du lavage de I’ADN fixé :

La colonne de gel de silice contenant de I’ADN fix¢é a ét¢ déposée dans un nouveau tube
de 2 ml, puis a subi trois étapes du lavage successives, en utilisant les tampons AW1,
AW?2 et de I’éthanol, respectivement, avec centrifugation a > 10,000 rpm pendant 15

seconds chacune. Les tubes ont été ensuite séchés par centrifugation a vitesse maximale
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pendant 5 minutes (le couvercle ouvert de la colonne) pour éliminer les traces de
I”éthanol.

- Elution de ’ADN :

11 s’agit d’introduire 35 pl du tampon d’élution AE au centre de la colonne de gel de
silice, placé dans un tube collecteur de 1.5 ml et laisser pendant 5 minutes a température
ambiante. Puis il a été centrifugé a une vitesse maximale pendant 1 minute pour ¢éluer la

solution d’ADN.

=  Extraction de PADN a partir de lignée cellulaire

>  Culture cellulaire :

- Les cellules adhérentes (la lignée H1975) sont cultivées dans du milieu RPMI-1640,
supplémenté de 10% de sérum de veau bovin et 1% d’antibiotiques, a 37°C et en
atmosphere humide a 5% de COo.

- Lorsque le tapis cellulaire a atteint environ 80% de confluence, les cellules ont été lavées

par le tampon PBS et collectées par centrifugation.

>  Extraction d’ADN cellulaire :

L’ADN a ¢été extrait a I’aide du kit Ql4Aamp DNA (Qiagen) selon les recommandations faites
par le fabricant, en passant par les étapes précédemment mentionnées pour 1’extraction de

I’ ADN tissulaire, bri¢vement :

- Le culot cellulaire a été lysé par incubation avec la Protéinase K et la RNase pendant 2
minutes.

- Il a subi une étape d’incubation avec le tampon de lyse A7L a 70°C (bain-marie) pendant
10 minutes. Suivi d’une filtration du lysat cellulaire sur une colonne de gel de silice avec
du tampon AL et de 1’éthanol.

- L’ADN fix¢ a été lavé sur le gel de silice avec les tampons AW1 et AW2, respectivement.

- Le tampon AE a été utilisé pour 1’¢lution de I’ADN fixé.

=  Quantification et évaluation la pureté de ’ADN

A la fin de I’étape de I’extraction, la quantité et la pureté des échantillons d’ADN ont été
¢valuées par dosage d’absorbance, en utilisant le spectrophotométre (UV-visible) de

microvolume NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).
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» Description de la technique du dosage spectrophotomeétrique :

Les bases purines et pyrimidines constituant ’ADN et ’ARN absorbent fortement a la
longueur d’onde de 260 nm (nanometre). L’absorbance a 260 nm (Axs0) permet de quantifier
I’ADN ; une unité d’absorbance correspond a une solution d’ADN double brin de 50 pg/ml.
La mesure de 1’absorbance a 280 nm (Azg0) permet d’estimer la présence de contaminants
protéiques et a 230 nm (A230) de contaminants phénoliques. Les deux rapports A260/A2s0 et
A260/A230 permettent d’estimer la pureté des échantillons d’ADN. Une solution pure d’ADN
doit avoir des valeurs comprises entre 1,8 et 2 pour le rapport Az260/Az2s0 et entre 2 et 2,2 pour

le rapport Az60/A230 (Tagu et a/, 2018).

> Protocole :

- Un volume de 1 pl d’échantillon a été¢ déposé sur le socle de NanoDrop en vue de
mesurer d’absorbance a la longueur d’onde de 260 et 280 nm.

- Le tampon de I’¢lution AE de kits d’extraction (Qiagen) a été utilis¢ comme blanc.

- Le résultat du dosage montre la concentration de 1’échantillon, les rapports de pureté et le

profil du spectre d’absorbance.

11.5.2. Détection des mutations par PCR et séquencage capillaire

11.5.2.1. Description du séquencage d’ADN par la technique Sanger

= Principe de la technique Sanger

La méthode des didésoxy (ddNTP) ou technique de terminaison de chaine, appelée
communément méthode de Sanger (Figure 20), développée principalement par Frederick
Sanger fondée sur la synthése par I’ADN polymérase-I d’un brin d’ADN complémentaire

radio-marqué ou fluorescent (Sanger et al, 1977).

Brievement, d'abord le fragment d’ADN ciblé est amplifié par PCR puis de le dénaturer afin
d’obtenir un simple brin. A I’aide d’une amorce spécifique et complémentaire du brin ciblé,
identique ou différente de celle utilisée pour la PCR, un ADN polymérase effectue alors la
syntheése de I’ADN complémentaire a partir de cette amorce, de I’extrémité 5’ vers 1’extrémité
3', 1l ajoute les désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP) complémentaires et de manicre

aléatoire et inconstante des di-dNTP (ddNTP).
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Figure 20 : Principe du séquencage par la méthode Sanger.
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La réaction se faisant dans un seul tube, les ddNTP sont marqués a 1’aide de fluorophores
différents pour chaque ddNTP (4 couleurs), mise au point pour la premicre fois en 1986 par
Smith et al. Lorsqu’un ddNTP est incorporé a la place d’'un dNTP, la réaction d’extension
s’arréte (ddNTP ne possede pas de groupe 3’-OH). Ainsi, les 4 réactions avec les 4 dANTP
(ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP) permettent d’obtenir statistiquement autant de fragments
interrompus de tailles différentes que de nucléotides de la s€quence analysée. L’analyse de la
réaction est ensuite effectuée par différentes méthodes. Aujourd’hui, 1’électrophorese
capillaire réalisée sur un automate de séquencage, lors de la migration, chaque fragment
(ddNTP marqué par un fluorophore) sera excité par un laser et le signal obtenu analysé par un

logiciel spécifique (Lamoril et a/, 2008).

=  Meéthodologie du séquencage directe

Contrairement a la méthode indirecte du séquencage qui nécessite d’abord de cloner la
séquence d’ADN ciblée dans un plasmide (bactérie ou levure), en se multipliant pour avoir
un grand nombre de copies de cette séquence qui ensuite peut étre séquencée, la méthode

directe est caractérisée par le séquencage direct de la séquence d'ADN ciblée.

PCR
=

\'\v/

7

Vérification des produits de PCR par électrophorése

R g

Purification de produits amplifiés

-
Reéaction du séquencage J

=

Purification de produits du séquencage

JL

~

Electrophorése capillaire

g

Analyse bio-informatique

Figure 21 : Méthodologie du séquencage capillaire directe.
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Elle consiste en une PCR en utilisant des amorces doubles-sens spécifiques de chaque
séquence ciblée, suivie d’une vérification du produit de PCR sur gel d’agarose et d’une
purification de produits amplifiés et par la suite le séquengage de fragments d’ADN
ciblés (Figure 21) ; s’effectue en trois étapes (Annexe E) :

- Laréaction du séquencage ;

- La purification de produits du séquencage ;

- L’¢électrophorese capillaire réalisée a I’aide d’un séquenceur automatisé.

111.5.2.2. Protocole détaillé du séquencage

= Polvymerase Chain Reaction (PCR)

Les amorces choisies ayant permis d’amplifier les exons 19, 20 et 21 du géne EGFR, validées
par Tae-Won Jang et al. (2009), dont I'amplicon correspond a une longueur de 219, 185 et
350 pb, respectivement (Tableau 6). Aprés la mise au point de la température d’hybridation

(Tm) des amorces. Tm de 57°C a été appliquée pour les réactions de PCR et de séquencage.

Tableau 6 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées.

Exon Séquence Tm | Amplicon

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

Forward | 5°’- CATTCATGCGTCTTCACCTG-3’
Exon 20 57°C 185 pb
Reverse | 5°- CATATCCCCATGGCAAACTC-3’

Forward | 5°’- GCTCAGAGCCTGGCATGAA-3’
Exon 21 350 pb
Reverse | 5’- CATCCTCCCCTGCATGTGT-3’

La PCR a ét¢ réalisée avec le kit AmpliTaqg Gold 360 master mix fourni par Applied
Biosystems (Life Technologies), comprenant le master mix AmpliTaq Gold 360 et la solution
GC Enhancer. Ce master mix est composé¢ de différents éléments, avec des conditions
optimisées, nécessaires au bon fonctionnement de la PCR sur différents types échantillons

d’ADN. Le principal composant du master mix est I’ampliTaq Gold DNA polymérase qui est
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une enzyme treés sensible et se trouve a 1’état inactif a température ambiante garantissant la
stabilit¢ du mix tout au long de sa préparation et a 1’état actif aprés une étape de chauffage.
De plus, la solution GC Enhancer est utilisée pour cibler les fragments d’ADN a teneur

¢levée en GC qui sont difficiles a amplifier dans les conditions conventionnelles de PCR.

Nous avons utilisé la technique de PCR en suivant le protocole standard du fournisseur. Les

conditions de PCR sont notées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Mélange réactionnel de PCR.

PCR Volume (ul) Concentration
Master mix 12.5 1X
GC Enhancer 0.5 //
Amorce Forward 1.2 0.3 uM
Amorce Reverse 1.2 0.3 uM
ADN dilué 5 50 a 100 ng
Eau stérile 4.6 //
Volume total 25 1

Une fois tous les éléments réunis et mixés, 1’échantillon est placé dans un thermocycleur
C1000 (Bio-Rad), puis traité selon les températures et les durées issues des recommandations

du fabricant, en utilisant la Tm de nos amorces (Tableau 8).

Tableau 8 : Conditions de thermocyclage pour la réaction de PCR.

Etape Température Durée
Activation de ’enzyme 95°C 10 minutes !l
Dénaturation 95°C 30 secondes
Hybridation 57°C 30 secondes 35 cycles
Elongation 72°C 30 secondes
Extension finale 72°C 7 minutes /
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= Vérification des produits de PCR par électrophorése :

Les amplicons obtenus ont été révélés par une €lectrophorése sur gel d’agarose. Il consiste en
un gel a 2% d'agarose, contenant un colorant appelé SYBR safe DNA gel stain a une
concentration de 0.001% (Invitrogen) et un tampon 7BE. L’ADN a été préparé avec du
tampon de charge (0,25% bleu de bromophénol, 0,25% xyléne cyanol et 30% glycérol) et
déposé dans un des puits du gel. Ainsi qu’un marqueur de poids moléculaire de 100 pb
(Invitrogen) a été utilisé¢ pour identifier la taille du fragment ciblé. Les échantillons d’ADN
déposés (charge négative) vont migrer dans un tampon 7BE de la cathode vers 1’anode via un
champ ¢lectrique (120V) pendant 30 minutes. Les produits de PCR séparés ont été ensuite
visualisés a 1’aide du systeme d’imagerie Gel Doc XR+ (Bio-Rad), sous forme de bandes,

comme montrés dans la figure 22.

Figure 22 : Electrophorése sur gel d’agarose pour la détection des exons 19 et 21 de I’EGFR.
Présence de bandes correspondant aux séquences des exons 19 (219pb) et 21 (350pb) avec le

marqueur de taille 100pb (M).

= Purification de produits amplifiés

Les fragments d’ADN amplifiés ont été purifiés a partir du gel ou directement du mixe de la
réaction de PCR, afin d’¢éliminer tous les composés en exceés dans le mix (enzyme, dNTPs,
amorces, MgCly). Nous avons utilisé le kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR

Purification Combo (Invitrogen) selon les recommandations du fournisseur.

Le fragment du gel contenant I’ADN a été dissous par incubation avec le tampon de
solubilisation L3 a 50°C (bloc chauffant) et agitation au vortex. Suivi d’une filtration sur la
colonne PurelLink Clean-up Spin Column. Les tubes ont été ensuite centrifugés pendant 1

minute a > 10,000 rpm. La colonne contenant ’ADN fixé a été ensuite déposée dans un
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nouveau tube et subie d’une étape de lavage, en utilisant le tampon AW 1, avec centrifugation
a > 10,000 rpm pendant 1 minute. Les tubes ont ét¢ ensuite séchés par centrifugation a une
vitesse maximale pendant 2 a 3 minutes pour éliminer les traces du tampon de lavage. 35 pl
de la solution d’élution Buffer AE a été utilisé, avec centrifugation a une vitesse maximale

pendant 1 minute pour 1’élution de I’ADN.

= Séquencage

Les produits d’amplification purifiés ont été séquencés a l'aide du kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing version 3.1 sur le séquenceur capillaire ABI Prism 3500x] de la compagnie

Applied Biosystems (Annexe E).

La réaction de séquencage a été réalisée en suivant le protocole recommandé du fabricant, en

utilisant les mémes amorces que pour la PCR, en présence des produits suivants :

- 6 microlitres BigDye ready reaction mix ;

- 3 microlitres BigDye sequencing buffer ;

- 1 microlitre d’amorces Forward ou Reverse ;
- Produit de PCR purifié (25 — 40 ng) ;

- Compléter le volume a 20 pl avec de I’eau stérile.

Les mélanges réactionnels ont été ensuite traités au sein d’un thermocycleur selon le

programme suivant (Tableau 9) :

Tableau 9 : Conditions de thermocyclage pour la réaction de séquencage

Température Durée
96°C 10 secondes
50°C 5 secondes 35 cycles
60°C 4 minutes
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= Purification des produits de séquencage

La purification des réactions de séquengage a été réalisée par le kit BigDye XTerminator
Purification (Applied Biosystems, Lifetechnologies) pour éliminer les autres ¢léments restant
dans la solution (contenant de ’ADN) : amorces, dANTP, ddNTP et I’enzyme. Nous avons
suivi le protocole recommandé du fabricant : 20ul de BigDye X-terminator (billes) et 90ul de
SAM (détergent), volumes pour chaque puis, ont été¢ mixés et mélangés avec le produit de
séquengage (contenant de I’ADN). La plaque de 96 puits a été vivement agitée pendant 30
min, suivie d’une centrifugation pour précipiter les éléments en exces ainsi que les sels au

fond du tube (par les billes).

= Electrophorése capillaire

L’¢lectrophorese des réactions de séquencgage purifiées a été réalisée a I’aide du 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) pour analyser les fragments d’ADN ciblés. Cet
appareil est un séquenceur automatique doté de 24 capillaires, basé¢ sur le principe de
1’¢lectrophorese capillaire. L’analyse spectrale permet alors d’assigner la base correspondante
et ainsi de déterminer la séquence nucléotidique du brin matrice. Le logiciel SegScape
Software version 3 (Applied Biosystems) a été utilisé¢ pour 1’analyse des données créées par le

séquenceur, présentées sous forme des €lectrophorégrammes, afin de vérifier leurs qualités.

= Analyse bio-informatique

Les séquences nucléotidiques extraites ont été alignées et comparées avec la séquence du
gene EGFR (Référence : NG _007726.3) répertoriée dans la base de données GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/399923581), via I’outil bioinformatique « LALIGN »

(Expasy, SIB Swiss Institute of Bioinformatics). Les chromatogrammes des séquences obtenus
sont ensuite analysés par le logiciel Unipro UGENE version 36 (Okonechnikov et al, 2012)

pour identifier et confirmer la présence des mutations.
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Chapitre III : Résultats

1. Profil épidémiologie et clinico-pathologique des patients

Un nombre total de 169 patients ayant un CBP, avec des résultats anatomopathologiques
définitifs au niveau du CHU de Constantine, ont été inclus dans 1’étude épidémiologique.
Les données ont été colligées a partir de dossiers des patients sur une période de 5 ans
(Juin 2015 - décembre 2020) incluant : I’age, le sexe, le tabagisme, le type histologique,

le stade tumoral et le traitement.

Ces parametres clinico-pathologiques ont ét€¢ examinés en prenant en compte le manque
des données détaillées pour certains patients au sein de notre population d’étude, les

données étaient disponibles pour :

- Tous les patients concernant le sexe, 1’age et le type histologique ;
- 153 sur 169 patients concernant le tabagisme, le stade tumoral et le traitement ;
- 127 sur 169 patients concernant les signes cliniques et les autres facteurs de risque

(profession et antécédents).

1.1. Sexe

Les patients atteints de CBP dans notre population sont caractérisés par prédominance du
sexe masculin. Nous dénombrions 148 hommes (87.6%) et 21 femmes (12.4%), soit un

sex-ratio masculin de 7.4.

Sexe

100%

87.6%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%
’ 12.4%

Homme Femme

10%

0%

Figure 23 : Répartition de la population étudiée selon le sexe.
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L.2. Age

Les sujets ont été regroupés en fonction d’age en 5 groupes : < 40, 40-49, 50-59, 60-69
et >70 ans (Figure 24). L'age médian ¢€tait de 61 ans et un pic de fréquence entre 32 et 94
ans. La tranche d’4ge de 50 a 70 ans représente environ 66% des cas, tandis que les

patients de moins de 40 ans représentent seulement 3%.

Age
40%
359, 34%
’ 31.5%
30%
25%
21.2%
20%
15%
10.3%
10%
5% 3%
. I
<40 [40-50[ [50-60 [ [60-70[ 270

Figure 24 : Distribution de la population étudiée selon 1’age.

1.3. Facteurs de risque

= Tabagisme

L’analyse du statut tabagique a montré que 104 sur les 153 cas examinés étaient des
fumeurs, soit 68%, dont 62.7% des fumeurs actifs et 5.3% ex-fumeurs (Figure 25). En
tenant compte que toutes les femmes (20 cas) étaient non-fumeurs, le tabagisme est
estimé a 78.2% chez I’homme. Chez les non-fumeurs (49 cas), les femmes représentent

40.8% et les hommes 59.2%.
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Tabagisme

Non-fumeur
32%

Fumeur
63%

Ex-fumeur
5%

Figure 25 : Distribution de la population étudiée selon le statut tabagique.

= Autres facteurs de risque

> Profession :

Parmi les 127 patients examinés, 9 cas soit environ 7%, ont dans leurs professions, une

exposition probable aux carcinogeénes notamment aux carburants.

> Antécédents personnels et familiaux :

Notre ¢tude a révélé que 14 sur 127 patients présentaient des antécédents personnels de
maladies pulmonaires, soit 11%, telles que la BPCO, I’emphyséme pulmonaire et la
tuberculose. D’autre part, 59 cas ayant de maladies chroniques, soit environ 46.4%, dont
I’hypertension artérielle représente 16.6%, le diabéte 14.2% et d’autres pathologies
15.7%. De plus, 8,6% des cas avaient des antécédents personnels de cancers ou de
tumeurs bénignes en particulier ’hypertrophie de la prostate et environ 15.8% des

antécédents familiaux de cancers.

1.4. Signes cliniques

Le tableau 10 représente les principaux symptomes rapportés chez les patients examingés
(127 cas). La dyspnée, la toux, les douleurs thoraciques et 1’hémoptysie sont les

symptomes les plus fréquents.
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Tableau 10 : Répartition des patients selon les Signes cliniques.

Symptémes N=127
Dyspnée 33 (26%)
Toux 29 (23%)
Douleurs thoraciques 22 (17%)
Hémoptysie 14 (11%)
Autres 13 (10%)
Asymptomatique 16 (13%)

L.5. Type histologique

Le tableau 11 représente la répartition des patients selon leur diagnostic histologique,

conformément a la nouvelle classification de 'OMS (2015).

Tableau 11 : Répartition des patients selon le type histologique.

Type histologique N=169
Adénocarcinome (ADK) : 95 (56.2%)
Adénocarcinome 82
En faveur d’un adénocarcinome 13
Carcinome squameux ou épidermoide (CE) : 39 (23%)
Carcinome épidermoide 28
En faveur d’un carcinome épidermoide 11
Autres types du CBNPC : 13 (8%)
Carcinome a grandes cellules (CGC) 4
Carcinome adénosquameux 6
NOS (Not Otherwise Specified) 3
Carcinome a petites cellules (CBPC) 9 (5.4%)
Carcinome neuroendocrine a grandes cellules (CNEGC) 6 (3.6%)
Autres types : 7 (4.2%)
Sarcome 2
Carcinome 2
Autres 3
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1.6. Stade tumoral

Parmi les 153 patients examinés, plus de 78% des cas présentaient au moment du
diagnostic un stade avancé, localement avancé (pres de 21%) ou métastatique (57%),
comme rapporté dans le tableau 12. Les localisations des métastases les plus souvent
observées étaient 1’épanchement pleural (39.7%), suivi par la localisation osseuse

(27.2%) et cérébrale (13.5%).

Tableau 12 : Répartition des patients selon le stade tumoral.

Stade N=153
Stade I 4 (2.6%)
Non métastatiques 65 (42.5%) Stade II 22 (14.3%)
Stade II1 32 (20.8%)
Stade indéterminé 7 (5.2%)

Epanchement pleural | 35 (39.7%)

Métastatique 88 (57.5%) Osseux 24 (27.2%)

(Stade IV) Cérebral 12 (13.5%)
Surrénal 6 (6.8%)
Hépatique 3 (3.4%)
Indéterminé 8 (9.4%)

I.7. Données thérapeutiques

= Traitement

Prenant en compte l'indisponibilité de données thérapeutiques pour tous les patients, pres
de 60% des patients étaient traités par chimiothérapie, tandis que 22,2% et 18,3% étaient
traités par radiothérapie et chirurgie, respectivement (Tableau 13). Pour les patients
traités par chimiothérapie, 81 % des cas ont recu une chimiothérapie de premiere ligne de

traitement.
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=  Test moléculaire de PEGFR

Dix patients atteints de CBNPC accueillis au sein du service d’oncologie médicale (CHU
de Constantine) ont bénéficié du test moléculaire de I’EGFR. Parmi ces patients, trois

présentaient une mutation de ’EGFR, soit environ 33.4%.

Tableau 13 : Répartition des patients selon les modalités thérapeutiques

Type de traitement N =153
Chimiothérapie
Oui 91 (59.7%)
Non 62 (40.3%)
Radiothérapie
Oui 34 (22.2%)
Non 119 (77.8%)
Traitement chirurgical
Oui 28 (18.3%)
Non 125 (81.7%)

I1. Etude du statut EGFR dans le CBNPC

I1.1. Caractéristiques des patients :

Les caractéristiques clinico-pathologiques de 58 patients atteints de CBNPC impliqués
dans I'¢tude des mutations et de I’expression de ’EGFR sont montrées dans le tableau

14.
- Il s'agit de 53 hommes (91.4%) et 5 femmes (8.6%).
- L'age médian était de 59 ans [écart interquartile (EI) : 44 —94].

- Les patients ont été classés selon leur diagnostique histologique comme suit :
27 cas d’adénocarcinome (ADK), 9 en faveur d’un ADK, 8 carcinome épidermoide

(CE), 8 en faveur d’un CE et 6 présentant d’autres types de CBNPC.

- Le statut tabagique et le stade tumoral n’ont pas pu étre recueillis pour 17 (29.3%) et

10 (17.2%) patients, respectivement.
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Tableau 14 : Caractéristiques clinico-pathologiques des patients inclus dans

I'étude du statut EGFR.
Paramétre N=58

Age

M¢édian, ans [écart interquartile] 59 [44 - 94]

> 60 29 (50%)

<60 29 (50%)
Sexe

Homme 53 (91.4%)

Femme 5 (8.6%)
Tabagisme

Fumeur 24 (41.4%)

Non-fumeur 17 (29.3%)

Non disponible (N/D) 17 (29.3%)
Type histologique

Adénocarcinome 27 (46.5%)

En faveur d’un adénocarcinome 9 (15.5%)

Carcinome épidermoide 8 (14%)

En faveur d’un carcinome épidermoide 8 (14%)

Autres types 6 (10%)
Stade tumoral

-1 27 (46.5%)

v 21 (36.2%)

N/D 10 (17.2%)
Type de prélévements

Picce chirurgicale 32 (55.2%)

Biopsie 18 (31%)

N/D 8 (13.8%)

I1.2. Mutations du géne EGFR

= Taux de mutations du géne EGFR

Sur les 58 échantillons ou I’analyse a été réalisée, les mutations de ’EGFR ont été

détectées chez 23 patients, soit 39,6 % (Figure 26).
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EGFR muté
39.6%

EGFR non-muté
60.4%

Figure 26 : Fréquence de mutations du géne EGFR dans la population de notre étude.

=  Types de mutations du géne EGFR

> Exon2l:

Dans les cas avec un EGFR muté, la mutation ponctuelle L858R dans I’exon 21 a été

détectée dans 19 sur 23 cas, soit 91,3 %.

> Exon21/19:

La coexistence de deux mutations (duel ou double), L858R dans I’exon 21 et délétions

dans I’exon 19, ont été détectées dans 2 sur 23 cas, soit 8,7%.

- Le premier patient porte une double mutation « la mutation L858R et la mutation

DelL747 P753insS dans I’exon 19.

- Le deuxiéme patient ayant une double mutation « la mutation L858R et la mutation

DelE746_A750 dans I’exon 19.

> Exon20:

Il n’a pas été détecté de mutations de I’exon 20.

La figure 27 représente des exemples de types de mutations du géene EGFR identifi¢es

dans notre étude, en forme d’électropherogrammes (séquengage capillaire).
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Figure 27 : Exemples des mutations de I’EGFR identifiées dans notre étude. a) Patient
1 : porteur la mutation ponctuelle L858R dans I’exon 21, avec exon 19 non muté
(sauvage). b) Patient 2 : porteur double mutation (L858R et délétion DelE746 A750

dans I’exon 19).

I1.3. Profil clinico-pathologique des patients présentant une mutation de ’EGFR

= Histologie

Sur le nombre total des échantillons (58 cas), les mutations de I’EGFR ¢étaient plus
souvent observées chez les patients présentant un adénocarcinome (16 sur 36 cas, soit
44.4%) que les autres types histologiques (7 sur 22 cas, soit 31.8%), mais la différence

n’est pas statistiquement significative.

Cependant, I’analyse de sous-groupe des patients avec du diagnostic anatomo-
pathologique confirmé en termes du type histologique (41 cas), en excluant les cas
diagnostiqués en faveur d’un adénocarcinome ou en faveur d’un carcinome épidermoide,
une différence significative a été trouvée entre 1’adénocarcinome (14 sur 27 cas, soit
51,8%) et les autres types histologiques (3 sur 14 cas, soit 20,8%), avec valeur p = 0.03*
(Tableau 15).
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D’autre part, une fréquence élevée de ces mutations a ¢été observée dans des cas

diagnostiqués en faveur d’un carcinome épidermoide 4 sur 8 cas, soit 50%.

Tableau 15 : Répartition des patients selon la présence de mutations de ’EGFR et le

type histologique.
Type histologique Total EGFR Muté EGFR non muté
N=158 N=23 N=35
Adénocarcinomes :
- Adénocarcinome* 27 14 (51.8%) 13 (48.2%)
- En faveur d’un adénocarcinome 9 2 (22.2%) 7 (77.8%)
Total 36 16 (44.4%) 20 (55.6%)
Non-adénocarcinomes :
- Carcinome épidermoide 8 2 (25%) 6 (75%)
- En faveur d’un carcinome épidermoide 8 4 (50%) 4 (50%)
- Autres types histologiques 6 1 (16.6%) 5 (83.4%)
Total 22 7 (31.8%) 15 68.2%)

= Stade tumoral

Les mutations de I’EGFR étaient plus fréquemment observées dans les tumeurs de

patients avec un stade non métastatique (51,8%) en comparaison avec les patients

présentant un stade métastatique (23,8%), avec une différence significative, p = 0,02*

(Tableau 16).

Tableau 16 : Répartition des patients selon la présence de mutations de ’EGFR

et le stade tumoral.

Stade

EGFR Muté
N=23

EGFR non muté
N =35

Stade I — IIT*

Stade IV

N/D

14 (51.85%)
5 (23.8%)

4 (40%)

13 (48.15%)
16 (76.19%)

6 (60%)

0.02
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= Caractéristiques cliniques des patients

Le tableau 17 représente le taux de mutations de ’EGFR selon les paramétres cliniques

(I’age, le sexe et le tabagisme) dans notre population d’étude.

- L'age médian des patients ayant une mutation de ’EGFR au moment du diagnostic
¢tait de 58 ans [EI : 47 — 73].

- 1l s'agit de 22 sur 53 hommes (41.5%) et 1 sur 5 femmes (20%) présentant une
mutation de I’EGFR.

- Le statut tabagique était connu pour 41 cas, 6 sur 17 cas (35.3%) étaient non-fumeur
et 9 sur 24 cas (37.5%) étaient fumeur de patients présentant une mutation de

I’EGFR.

Il n’y avait pas d’association du statut mutationnel de ’EGFR avec 1’age et le statut
tabagique des patients. Le nombre des femmes est insuffisant pour 1’analyse de la

distribution des patients selon le sexe.

Tableau 17 : Répartition des patients selon la présence de mutations de ’EGFR

et les caractéristiques cliniques.

EGFR Muté EGFR non muté
N=23 N=35 p
Age
Médian [EI] 58 (47-73) 60 (44-94) 0.4
<60 13 (44.8%) 16 (55.17%)
> 60 11 (35.7%) 18 (66.7%)
Sexe
Homme 22 (41.5%) 31 (58.5%) 0.3
Femme 1 (20%) 4 (80%)
Tabagisme
Fumeur 9 (37.5%) 15 (63%) 0.8
Non-fumeur 6 (35.3%) 11 (64.7%)
N/D 8 (44.4%) 9 (55.6%)
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=  Type d’échantillons

Tableau 18 représente la répartition des patients selon fréquence de mutations de ’EGFR
et le type de prélevements. Ces mutations étaient plus souvent détectées dans les
échantillons préparés a partir des prélévements chirurgicaux (16 sur 32 cas, soit 50%)
comparativement aux biopsies (5 sur 18 cas, soit 27.7%), mais la différence n’est pas

statistiquement significative.

Tableau 18 : Répartition des patients selon la présence de mutations de ’EGFR

et le type de prélévement.

Type de prélévement Muté Non muté P
N=23 N=35
Piéce chirurgicale 16 (50%) 16 (50%) 0.1
Biopsie 5(27.7%) 13 (72.3%)
N/D 2 (25%) 6 (75%)

11.4. Statut mutationnel de PEGFR chez les patients ayant un adénocarcinome

En plus de données de 36 patients de notre ¢tude ayant un adénocarcinome, 8 patients
ont bénéficié du test moléculaire de ’EGFR au niveau du service d’oncologie médicale
(CHU de Constantine), ont été inclus dans 1’analyse de sous-groupe des patients ayant un

adénocarcinome et porteurs d’'une mutation de ’EGFR.

11 s'agit de 44 patients, 39 hommes (88.6%) et 5 femmes (11.4%). Nous avons retrouvé la
mutation de ’EGFR chez 19 sur 44 cas, soit 43.2%.

Dans ce sous-groupe, les mutations de ’EGFR étaient plus fréquentes chez les femmes
(3 sur 5 cas, soit 60%) comparativement aux hommes (16 sur 39 cas, soit 41%) et chez
les non-fumeurs (8 sur 17 cas, soit 47%) comparés aux fumeurs (8 sur 21 cas, soit

38.1%), mais la différence n’est pas statistiquement significative (Tableau 19).
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Tableau 19 : Répartition des patients ayant un adénocarcinome présentant une mutation

de ’EGFR selon le sexe et le statut tabagique.

Paramétre Total Muté Non muté
N=44 18 (43.2%) 25 (56.8%) p

Sexe

Homme 39 15 (41%) 23 (59%) 0.4

Femme 5 3 (60%) 2 (40%)
Tabagisme

Fumeur 21 8 (38.1%) 13 (61.9%) 0.6

Non-fumeur 17 8 (47%) 9 (53%)

N/D 6 2 (33.4%) 4 (66.6%)

11.5. Expression de la protéine EGFR

L’évaluation de I’expression de ’EGFR par la technique d’immunohistochimie a pu étre

testée chez 56 sur 58 patients.

La surexpression de ’EGFR a été trouvée chez 18 sur 56 cas, soit 32%, avec une
intensité de marquage modéré (2+) pour 8 cas et fort (3+) pour 10 cas. Des exemples des
cas présentant une surexpression de ’EGFR dans notre cohorte étudiée sont illustrés

dans la figure 28.

Selon le type histologique, la surexpression de I’EGFR était plus fréquente dans le
carcinome €pidermoide (8 sur 16 cas, soit 50%) que dans I’adénocarcinome (10 sur 34

cas, soit 29%), mais la différence n’est pas statistiquement significative (Tableaux 20).

Il n’y avait pas d’association entre la surexpression de la protéine EGFR et les données
cliniques des patients : 1’age, le statut tabagique et le stade de la maladie. Le nombre des
femmes est insuffisant pour I’analyse de la distribution des patients selon le sexe

(Tableaux 21).

75



Chapitre I1I : Résultats
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Figure 28 : Exemples de la surexpression de I’EGFR identifiée chez des cas de CBNPC
dans notre étude. Cas de carcinome épidermoide : A) immunomarquage positif (score
3+) et B) négatif. Cas d’adénocarcinome : C) immunomarquage positif (score 3+) et D)

négatif (x200).

Tableau 20 : Répartition des patients selon 1’expression de ’EGFR et le type

histologique.
Surexpression de PEGFR
Type histologique Oui Non p
18 (32%) 38 (68%)
Carcinome épidermoide 8 (50%) 8 (50%) 0.1
Adénocarcinome 10 (29%) 24 (71%)
Autres types /l 6 (100%)
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Tableau 21 : Caractéristiques cliniques des patients selon I’expression de I’EGFR.

Paramotre Surexpression de ’EGFR
Oui Non p
N=56 18 (32%) 38 (68%)
Age
Médian (ans) 56 59.2 61.6 /l
Sexe
Homme 52 18 (34.6%) 34 (65.4%) //
Femme 4 /! 4 (100%)
Tabagisme
Fumeur 21 6 (28.6%) 15 (71.4%) 0.7
Non-fumeur 18 6 (33.4%) 12 (66.6%)
N/D 17 6 (35.3%) 11 (64.7%)
Stade tumoral
-1 26 10 (38.5%) 16 (61.5%) 0.4
v 18 5(27.8%) 13 (72.2%)
N/D 12 3 (25%) 9 (75%)

I1.6. Relations entre les mutations et I’expression de PEGFR

L’altération de I’EGFR, soit par une mutation activatrice, soit par une surexpression

protéique, a été présentée chez 33 sur 56 patients, soit prés de 59%. Il n'y avait pas

d'association entre 1’incidence des mutations et la surexpression de la protéine EGFR. 7

sur 22 cas (31.8%) ayant une mutation de I’EGFR présentant une surexpression de la

protéine, soit prés de 12.5% de I’ensemble des cas présentant un EGFR muté et

surexprimé.

Tableau 22 : Répartition des patients selon les mutations et I’expression de ’EGFR.

Total Surexpression de PEGFR
N=56 2
Oui Non
EGFR muté 2 7 (31.8%) 15 (68.2%) 0.9
EGFR non muté 34 11 (32.4%) 23 (67.6%)
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DISCUSSION

I. Profil épidémiologie et clinicopathologique du CBP

Notre étude rétrospective portant sur 169 patients ayant un CBP, durant la période allant de
janvier 2015 a décembre 2020, les données recueillies nous ont permis d’évaluer certains
parametres pathologiques et cliniques dans le but de décrire les caractéristiques

épidémiologiques et clinico-pathologique du CBP dans notre population.

Les résultats de cette étude épidémiologique présentent les caractéristiques de patients
atteints de CBP dans I’Est algérien. La majorité des patients inclus habitent la wilaya de
Constantine et les wilayas limitrophes. De facon générale, nos résultats ont révélé que
notre population est comparable aux populations d’autres études en Algérie sur le sexe,
I’age, le type histologique et le stade de la maladie. Cependant, il y a plus de patients non-

fumeurs dans notre étude comparée aux autres études.
=  Sexe

Le CBP est I'une des principales causes de déces chez les hommes comme chez les
femmes, soit environ 18% des cas de déces par cancer chez les deux sexes (Globocan
2020). Dans notre série, le sexe masculin était dominant, environ 87.6% des cas sont des
hommes et 12.4% des femmes avec un sex-ratio Homme/ Femme de 7,4. Nos résultats
sont comparables avec ceux observés dans les registres de cancer a 1’échelle régionale et
nationale. Cette prédominance masculine dans le CBP a été rapportée dans le registre de
cancer de la willaya de Constantine (Lakehal et a/, 2021), dans le réseau régional est et
sud-est des registres de cancer (Hamdi Cherif et al, 2020) et dans la région du centre et de
I’Ouest (Harir et al, 2014 ; Ketfi et a/, 2020). Ainsi qu’elle a été signalée chez les patients
tunisiens et marocains (Ben Amar et a/, 2016 ; Harizi et a/, 2018 ; Blemokhtar et al, 2019).
De méme, selon les estimations mondiales basées sur les données Globocan 2020, le sex-
ratio H/F varie d'une région a I’autre, le plus élevé (5.6%) a été rapporté en Afrique du

Nord et le plus faible (1.2%) dans la région nord-américaine.

La baisse de I’incidence du CBP chez la femme dans la région MENA (Moyen-Orient et
Afrique du Nord) est liée probablement a la prévalence du tabagisme qui représente de 2%

a 5.6% seulement parmi les femmes (Jazieh et al, 2019-a). Par ailleurs, les femmes
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n’accedent pas ou trés peu au travail dans les métiers ou il y a une exposition aux agents

carcinogenes pulmonaires (Ketfi et a/, 2020).

= Age
Dans notre étude le CBP touche principalement la catégorie d’agés de 50 a 70 ans, avec un
age médian au moment du diagnostic (sexe confondu) de 61 ans, ce qui en accord avec les
données observées sur la population algérienne (Harir et a/, 2014 ; Hamdi Cherif et al,
2014 ; 2020 ; Ketfi et al, 2020 ; Bounedjar et al, 2020), ainsi qu’avec celles d’études
marocaines et tunisiennes (Missaoui et al, 2011 ; Tazi et al, 2013, Arfaoui et al, 2014 ;
Ben Amar et al, 2016 ; Harizi et al, 2018 ; Blemokhtar et a/, 2019). Le jeune age observeé
parmi les patients atteints de CBP dans la région du Maghreb peut étre expliqué
probablement par le fait que notre population est plus jeune comparée avec autres
populations, en particulier les populations européennes (Ritchie et Roser, 2019). La
majorité des cas du CBP étant diagnostiqués chez les personnes de plus de 65 ans, avec un

age médian d'apparition de la maladie de 70 ans (Galvez-Nino et al, 2019).

=  Facteurs de risque

En termes de facteurs de risque du CBP, le tabagisme reste le facteur de risque principal
chez I’homme (Barta et al, 2019). Toutefois, I'épidémie de tabagisme varie entre les
différentes régions du monde comme entre les hommes et les femmes. Dans la région du
Maghreb, une méta-analyse de 50 études a montré une prévalence élevée du tabagisme
varie entre 14% et 25% (Serhier et al, 2018). Dans notre série, les fumeurs représentent
78.2% des cas chez ’homme. Parmi les sujets non-fumeurs environ 43% des cas sont de
femmes. Nos résultats sont comparables avec ceux de 1’étude de Ketfi et al. (2020) dans la
région du centre, qui a révélé qu’il y avait plus de 76% était fumeur. En revanche, d’autres
¢tudes en Algérie et dans la région du Maghreb, il y avait plus de patients fumeurs
comparativement a notre série, ou ils représentent de 90% a 95% des cas chez les
hommes (Missaoui et al, 2011 ; Harir et a/, 2014 ; Ben Amar et al, 2016 ; Harizi et
al, 2018 ; Blemokhtar et a/, 2019 ; Bounedjar etal, 2020).

Il est a noter que I’incidence du CBP chez les non-fumeurs semble étre augmentée dans
notre population, ce qui suggere probablement d’autres facteurs de risques. Donc, il est

important d’effectuer des études étiologiques, en particulier chez les patients non-fumeurs.
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En effet, I'implication d'autres facteurs de risque est suggérée (Steenland et al, 1996 ;

Boffetta, 2002 ; Herbst et a/, 2008 ; Pallis et a/, 2013 ; Schabath et Cote, 2019).

Dans notre étude, pres de 11% des patients présentant des antécédents personnels de
maladies pulmonaires, telles que la BPCO, I’emphyséme et la tuberculose. Les résultats du
projet SYNERGY qui était basé sur plusieurs études de cas-témoins, en analysant
I’association entre le risque de développer d’un CBP et les différentes affections
respiratoires, ont montré une association positive de ces comorbidités au CBP, en
particulier BPCO incluant la bronchite chronique et I’emphyséme et/ou la pneumonie
(Denholm et al/, 2014). D’autre part, plus de 46% des patients dans notre étude avaient de
pathologies chroniques, essentiellement 1I’hypertension artérielle et le diabéte. En effet, les
comorbidités associées au CBP, en tenant compte de 1’dge et de la consommation du tabac,
peuvent avoir une influence négative sur la prise en charge thérapeutique en limitant

1"acces aux certaines chimiothérapies (Dutkowska et al, 2016 ; Sigel et Wisnivesky, 2017).

A coté du tabagisme, le role des cancérigénes professionnels est souvent sous-estimé en
raison du facteur confondant. L’¢étude de Ketfi et al. (2020), qui a évalué la proportion du
CBP présumé d’origine professionnelle chez des patients algériens, a relevé qu’il y avait
environ 50% des patients ont été exposées a au moins un cancérogene pulmonaire sur les
lieux de travail, tels que le gaz d’échappement diesel, la silice, les hydrocarbures
polycycliques aromatiques, les fumées de soudage et 1’amiante, ce qui suggere d effectuer
les démarches nécessaires chez nos patients pour 1’évaluation de [’exposition

professionnelle s’il existait.

= Type histologique

Sur le plan histologique, I’adénocarcinome est le type histologique le plus fréquent chez
les hommes et les femmes dans notre étude, représentant 56% des cas, suivi du carcinome
épidermoide dans 23%, bien que le CBPC ne représente que 5.4% des cas. D’autres études
portées sur notre population, présentant les données de la période entre 2014 et 2019, ont
retrouvé ce méme résultat comme celle du registre de la wilaya de Constantine (Lakehal et
al, 2021), I’¢tude LuCaReAl (Bounedjar et al, 2020) et 1’étude de Kefti et al. (2020).
Seule, une étude menée par Harir et al. (2014) dans I’Ouest algérien, pour la période de
2008 a 2013, a rapporté une prédominance du carcinome €épidermoide. Dans la région du

Maghreb, des études ont rapporté que 1'adénocarcinome est le type histologique le plus
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fréquent (Lachgar et a/, 2016 ; Ben Amar et al, 2016 ; Blemokhtar et a/, 2019). Ceci est en
accord avec les données scientifiques actuelles ou 1’adénocarcinome devient le type
histologique majoritaire depuis des années, en particulier chez les femmes (Cheng et al,

2016).

Le CBPC et le carcinome épidermoide sont fortement associés a la consommation du
tabac, mais lors des derniéres décennies, le taux d’incidence de 1’adénocarcinome a
augmenté, cela pourrait étre expliqué par 1’évolution de la fabrication des cigarettes
manufacturées qui a ¢été a I’origine d’une augmentation du dépdt des agents carcinogenes
dans les régions alvéolaires contribuant a 1’augmentation du risque d’adénocarcinome
(Sakhri et Bertocchib, 2019). Par ailleurs, les patients atteints de CBNPC non-fumeurs ont
des caractéristiques histologiques différentes avec une prédominance encore plus marquée

d’adénocarcinome que chez les fumeurs (Subramanian et Govindan, 2007).

= Stade tumoral

Le pronostic du CBP reste mauvais avec une survie globale a 5 ans varie entre 10% et
20%, tous stades confondus (Sung et al, 2021). Cela peut étre expliqué par le diagnostic
tardif vu que la majorité des patients ayant au moment du diagnostic une maladie de stade
avancé. Environ 30% des cas a un stade localement avancé et de 40% a 50% a un stade
métastatique (ASCO, 2021). Nos résultats illustrent cette réalité avec plus de 78% des cas
ont été diagnostiqués a des stades avancés de la maladie, dont 57% des cas présentant un
stade métastatique. Des résultats comparables ont été rapportés dans d’autres études
nationales (Harir et al/, 2014 ; Ketfi et a/, 2020 ; Bounedjar et al/, 2020). Ainsi que les
mémes résultats ont été rapportés dans des études tunisiennes (Ben Amar et al, 2016 ;

Harizi et al, 2018).

Le diagnostic tardif du CBP peut étre expliqué principalement par la symptomatologie non
spécifique du CBP ainsi qu’a ’absence d’outils validés de dépistage précoce. Cependant,
plusieurs études ont démontré que le dépistage annuel par le scanner faiblement dosé, chez
les patients grands fumeurs et ex-fumeurs, a un effet significatif en diminuant le taux de

mortalité (Denise et al, 2019 ; Pastorino et a/, 2019 ; de Koning et al, 2020).
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I1I. Statut EGFR dans les patients algériens atteints de CBNPC

Les mutations activatrices du gene EGFR ont été identifiées comme facteurs prédictifs de
sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR (EGFR-TKIs) dans le CBNPC
suivant la découverte de la corrélation entre la sensibilité aux EGFR-TKIs et les mutations
du géne EGFR (Lynch et al, 2004 ; Pao et al, 2004 ; Paez et al, 2004). Le développement
des thérapies ciblées pour les patients présentant une anomalie oncogénique activatrice
s’est accéléré. Les altérations moléculaires rencontrées le plus souvent dans les CBNPC,
par rapport a leur indication en pratique clinique, sont des mutations du géne EGFR et des
réarrangements chromosomiques des genes ALK et ROS1 (Gaughan et Cost, 2011 ; Levy
et al., 2012 ; Ferrer et al, 2017 ; Hill et a/, 2019 ; Majeed et al, 2021). Actuellement, les
patients atteints de CBNPC de stade avancé dont la tumeur exprime une mutation de
sensibilité de ’EGFR bénéficient d’un traitement par les EGFR-TKIs en premiere ligne de
traitement par rapport a une chimiothérapie (Ruppert et a/, 2011 ; Inoue et a/, 2013 ; Zhou
et al, 2015).

C’est dans ce contexte que s’inscrit ’intérét d’étudier le statut mutationnel de I’EGFR chez
les patients atteints de CBNPC dans 1’Est algérien. Dans notre cohorte de 58 patients, les
mutations de ’EGFR ont été analysées par PCR et séquencage capillaire, ainsi que

I’expression de I’EGFR a été évaluée par immunohistochimie.

=  Fréquence des mutations de PEGFR

Dans la cohorte de notre étude, les mutations de I’EGFR sont retrouvées chez 39.6% des
patients atteints de CBNPC, dont les patients ayant un adénocarcinome représentent un
taux des mutations de 43.2%. Les patients porteurs de mutations de I’EGFR représentent
un taux élevé comparé aux ceux rapportés chez les patients Caucasiens et peu similaires a

ceux des patients asiatiques.

D’importantes variations dans les fréquences des mutations de ’EGFR ont été observées
suivant les origines ethniques et/ou géographiques. Midha et al. (2015) et Zhang et al.
(2016) ont réalis¢ des méta-analyses basées sur plusieurs études effectuées dans de
nombreux pays, en précisant la prévalence des mutations de I’EGFR et les caractéristiques
clinico-pathologiques associées a ces mutations (Annexes H, I et J). Les mutations de

I’EGFR sont moins fréquentes chez les patients Caucasiens représentant en moyenne 12%
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a22% et 17.4% dans I’adénocarcinome et les CBNPC, respectivement, a l'inverse chez les

patients asiatiques, elles sont plus fréquentes représentant en moyenne 47% dans

I’adénocarcinome et 38.8% dans les CBNPC.

Des résultats quelque peu variables ont été signalés concernant les groupes ethniques dans

la région de I’Afrique du Nord et du Moyen-Orient ou MENA (Middle East and North

Africa) (Tableau 23).

Tableau 23 : Prévalence des mutations de ’EGFR chez les patients

atteints de CBNPC

dans la région MENA.
Region % N Histologie Méthode Etude
Afrique du Nord
Algérie 39.6 58 CBNPC Sanger Notre étude
Maroc 21 120 | ADK Sanger & Tagman | Errihani, 2013
21.9 334 | ADK Sanger Lemine Sow, 2021
Tunisie 44 50 | ADK IHC Mraihi, 2018
11.5 26 ADK ARMS/Scorpion Arfaoui, 2018
5.5 73 ADK Sanger Dhieb, 2019
Moyen-Orient
Golfe 28.7 230 | CBNPC gPCR Jazieh, 2015
Iran 28 50 ADK Sanger Mohammad, 2019
243 103 | ADK Sanger Basi, 2018
Iraq 27.5 138 | CBNPC gPCR Ramadhan, 2021
Bahrein 21.5 65 CBNPC ARMS/Scorpion Mubarak, 2020
Levant 15.6 205 | ADK ARMS/Scorpion Tfayli, 2017
Liban 11.9 201 | Non-CE ARMS/Scorpion Naderi, 2015
8.5 106 | ADK ARMS/Scorpion Fakhruddin, 2014
Turque 42.6 48 CBNPC Sanger Unal, 2013
32.3 300 | ADK Pyroséquencage Demiray, 2018
16.7 959 | CBNPC qPCR Tezel, 2017

Sanger : Séquencage capillaire, qPCR : PCR quantitative, IHC : Immunohistochimie, ARMS :

Amplification-Refractory Mutation System.
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Dans la population maghrébine, deux études marocaines ont rapporté un taux des
mutations de I’EGFR de 21% (Errihani et al, 2013) et 21.9% (Lemine Sow et al, 2021)
parmi les patients ayant un adénocarcinome. De plus, deux études tunisiennes ont trouvé
des taux des mutations de 11.5% (Arfaoui et a/, 2018) et de 5.5% (Dhieb et al, 2019) chez
des patients ayant un adénocarcinome. L’¢tude de Mraihi et a/. (2018) a rapporté un taux
des mutations de 44% dans une série des patients tunisiens atteints d’un adénocarcinome,
en utilisant I’immunohistochimie MS-IHC (Mutation-specific immunohistochemistry), ce
qui concorde avec nos résultats. De plus, 1’étude observationnelle de Jazieh et al. (2019-b)
dans une population de la région de MENA, incluant 1’ Algérie, I’ Arabie Saudi, les Emirats
Arabes Unis, le Qatar et le Liban, a démontré un taux de mutations de 31.3%. Par ailleurs,
dans la population turque, la précédente étude d’Unal et al. (2013) portant sur des patients
avec CBNPC dans 1'ouest de la Turquie, a relevé un taux des mutations de ’EGFR de
42.6%. Des études récentes, Tezel et al. (2017) ont rapporté un taux des mutations de
16.7% dans CBNPC, tandis qu’il fiit 32.3% dans 1’é¢tude de Demiray et al. (2018) chez des

patients turcs atteints d’un adénocarcinome.

Des différences dans les fréquences de mutations de ’EGFR chez les patients au sein des
pays de la méme région ont été observées (Midha et al, 2015 ; Zhang et al, 2016). Les
données actuellement disponibles donc ne nous permettent pas de tirer une conclusion

précise sur cette question.

=  Type des mutations de PEGFR

Dans notre étude, nous avons trouvé seulement les deux mutations classiques, la mutation
L858R et les délétions dans I’exon 19, avec 1’absence de mutations sur 1’exon 20. La
mutation T790M localisée sur 1’exon 20 est associée a une résistance aux EGFR-TKIs et
émergée comme mutation secondaire dans plus de 50% des cas, mais elle est rare dans les

patients naifs au traitement par des EGFR-TKIs (Fallet et a/, 2016).

De maniére intéressante, nous avons trouvé une prédominance de la mutation L858R,
présente dans la majorité des cas positifs, avec ’existence des cas ayant une double
mutation, la concomitance de la mutation L858R avec une délétion dans 1’exon 19, ce qui
est désaccord avec les données de la littérature en termes de la répartition de ces deux

mutations.
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L’incidence de la double mutation semble étre rare (Harrison et al, 2020) et la réponse aux
EGFR-TKIs de ce sous-groupe des patients par rapport a ceux qui présentent une seule
mutation reste controversée (Peng et al, 2018). Par ailleurs, les deux mutations sont
associées a une sensibilit¢ aux EGFR-TKIs avec un taux de réponse ¢levé (Lynch et al,
2004 ; Pao et al, 2004 ; Corte-Funes et al, 2005 ; Han et al, 2005 ; Taron et al, 2005,
Mitsudomi et al, 2005 ; Riely et al, 2006). Ces deux mutations pourraient étre associées a
des implications pronostiques distinctes nécessitant des stratégies thérapeutiques
individualisées (Liu et al/, 2016 ; Kobayashi et Mitsudomi, 2016). D'autre part, la
combinaison de TKI Erlotinib et 1’agent anti-angiogénique Ramucirumab (un antagoniste
de VEGFR2) a montré un bénéfice similaire dans les deux mutations en termes de la survie

sans progression chez les patients atteints de CBNPC (Nakagawa et al, 2019).

= Profil clinicopathologique des patients présentant une mutation de ’EGFR

En ce qui concerne la présence de mutations de I’EGFR et les caractéristiques clinico-
pathologiques des patients atteints de CBNPC. Dans notre étude, en tenant compte de
I’indisponibilit¢ des données cliniques pour certains patients, nous avons évalué
I’association de la présence de mutations de ’EGFR avec le type histologique, 1’age, le

sexe, le statut tabagique et le stade clinique de la maladie.

L’incidence de ces mutations semble étre indépendante de 1’age et du stade clinique de la
maladie. Le type histologique « adénocarcinome » est I’un des facteurs prédictifs le plus
important dans le test de mutations de I’EGFR. Selon les données de la littérature, ces
mutations sont associées a certaines caractéristiques clinicopathologiques. Elles sont
généralement plus fréquentes chez les patients porteurs d’un adénocarcinome, avec une

prédominance de femmes et non-fumeurs.

Une prédominance plus marquée d’adénocarcinome que les autres types histologiques
dans les CBNPC a été observée chez les patients porteurs ces mutations, représentant pres
de 38% dans I’adénocarcinome et 11.7% dans les autres types histologiques (Zhang et al,
2016). Nos résultats sont en accord avec ceux décrits dans la littérature, en particulier pour
les échantillons dont le résultat du diagnostic anatomopathologique était confirmé pour le
sous-type histologique. Par ailleurs, pour les autres types histologiques, nous avons trouvé
un taux élevé dans le groupe de patients ayant un CBNPC en faveur d’un carcinome

épidermoide, en précisant que la majorité de prélévements était des petites biopsies. Ces
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résultats correspondent a ceux de I’étude menée par Ho et al. (2019) qui a révélé une
fréquence ¢élevée de mutations de ’EGFR dans les cas de carcinome épidermoide ou
CBNPC en faveur d’un carcinome épidermoide diagnostiqué a partir des petites biopsies,
en indiquant que ces cas peuvent étre des carcinomes adénosquameux. Il a ét¢ démontré
que ces mutations sont fréquentes chez les patients porteurs d’un carcinome
adénosquameux (Powrdzek et al, 2014). Par conséquent, il est utile de recommander ce

test pour les cas ayant un CBNPC en faveur d’un carcinome épidermoide.

Notre analyse du sous-groupe de patients ayant un adénocarcinome a montré que le taux
de ces mutations était peu €levé chez les femmes et les non-fumeurs, mais ces différences
ne sont pas significatives. En tenant compte du nombre de femmes et du manque de
données du statut tabagique et du stade clinique pour certains patients ce qui pourrait
influencer nos résultats. Les données de la littérature indiquent que les mutations de
I’EGFR sont plus fréquentes chez les non-fumeurs et les femmes (Tseng et al, 2017). En
termes de I’association entre la réponse aux EGFR-TKIs et ces caractéristiques cliniques,
une méta-analyse réalisée par Xiao et al. (2020) a montré que la réponse aux EGFR-TKIs
semble étre indépendante du statut tabagique, mais une survie globale plus longue a été
observée chez les femmes comparées aux hommes. Méme si certains sous-groupes de
patients sont plus susceptibles d’avoir ces mutations tels que les non-fumeurs et les
femmes, le test moléculaire de I’EGFR est actuellement recommandé pour tous les patients
porteurs d’'un CBNPC non ¢épidermoide de stade avancé, quelles que soient leurs

caractéristiques cliniques (Pennell et a/, 2019).

En ce qui concerne 1’évaluation de 1’incidence de mutations de ’EGFR selon les stades
cliniques de la maladie, dans notre série, les mutations de ’EGFR sont plus fréquentes
chez les patients diagnostiqués a des stades non métastatiques (les stades de 1 a III)
comparés aux ceux avec un stade métastatique, ce qui est en désaccord avec les données de
la littérature (Pi et al, 2018). Ces résultats pourraient tre attribuables aux choix de la
démarche méthodologique. Les mutations ont été détectées plus souvent dans les
prélévements chirurgicaux comparativement aux biopsies. En effet, le séquencage
capillaire reste la technique idéale pour détecter les mutations de I’EGFR, mais cette
méthode est mieux adaptée pour détecter les mutations dans les prélévements de pieces
chirurgicales (Liang et al, 2018). Par ailleurs, et comme cela a déja été noté

précédemment, les caractéristiques des patients et le contexte clinique sélectionnés dans
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plusieurs études pourraient contribuer a expliquer ces différences. Le test de mutations de
I’EGFR est indiqué en pratique clinique en premier lieu pour les cas porteurs d’un
adénocarcinome métastatique ce qui est le cas pour plusieurs études. En outre, compte tenu
du risque de récurrence ¢levé dans les CBNPC a des stades II et III (Sasaki et a/, 2014), la
recommandation du test moléculaire de ’EGFR pour les patients porteurs d’'un CBNPC a
des stades précoces non métastatiques pourrait étre utile pour des stratégies thérapeutiques
plus efficaces pour ces patients. De plus, il a ét¢ montré un bénéfice d’EGFR-TKIs contre
une chimiothérapie ou un placebo, en termes de survie sans récidive, chez les patients
porteurs d’un CBNPC de stade précoce résécable ayant une mutation de 'EGFR (Cheng et
al, 2019).

=  Expression de la protéine EGFR

Dans notre série, I’analyse de 1’expression de I'EGFR que nous avons effectué par la
technique d’immunohistochimie a révélé une surexpression de I'EGFR dans environ le
tiers des cas ce qui indique qu’environ 60% de nos patients ayant présentant une altération

de ’EGFR, soit par une mutation activatrice, soit par une surexpression protéique.

En ce qui concerne 1’association de la surexpression de ’EGFR avec les caractéristiques
clinico-pathologiques, une différence de cette surexpression a été observée selon le type
histologique. La surexpression de I’EGFR a ét¢ plus fréquente chez les patients porteurs
d’un carcinome épidermoide que dans ceux ayant un adénocarcinome, ce qui est en accord
avec les données de la littérature (Hirsch et a/, 2003 ; Sharma, 2007 ; Gazdar, 2010 ; Liang
et al, 2010 ; Chang et al, 2017).

D’autre part, nos résultats ont montré qu’il n'y avait pas d'association entre I’incidence des
mutations et la surexpression protéique de I’EGFR, environ 12.5% des cas présentaient un
EGFR muté et surexprimé. En effet, la surexpression et I’amplification génique de I’EGFR
n’ont pas été prouvées comme marqueurs prédictifs de sensibilité aux EGFR-TKIs dans le
traitement du CBNPC. Cependant, les patients ayant un EGFR muté avec une
surexpression protéique ou surtout une amplification génique (détectée par la FISH)
semblent avoir une survie sans progression plus longue et surtout un meilleur taux de
réponse aux EGFR-TKI (Cappuzzo et al, 2005 ; Sequist et al, 2007 ; Dahabreh et al, 2011;
Shan, 2015).
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Chapitre IV : Discussion

III.  Modalités thérapeutiques

Basés sur les données disponibles de 1’é¢tude épidémiologique concernant les modalités
thérapeutiques, nos résultats ont montré que la chimiothérapie a été préconisée chez 60%
des sujets, dont 81% des cas ont recu une chimiothérapie de premiére ligne du traitement,
tandis que 26,3% et 12,8% des cas étaient traités par radiothérapie et résection
chirurgicale, respectivement. Ces résultats refletent le fait que la majorité des patients

ayant été diagnostiqués a un stade avancé de la maladie.

Le taux de survie relative a 5 ans du CBP dans la région MENA a ét¢ estimé de 8%
seulement, avec des taux de mortalit¢ de 15% en Algérie, 20.4% au Maroc et 21.9% en
Tunisie (Jazieh et a/, 2019-a). En effet, la prise en charge du CBP dépend principalement
de trois variables, le type histologique, le statut fonctionnel du patient et I’extension
tumorale (Berghmans et a/, 2019). Dans la population maghrébine, I’étude de Ben Amar et
al. (2016), qui a évalué le pronostic des patients tunisiens atteints de CBNPC de stades
avancés, a démontré que la survie médiane globale était de 6 mois et les facteurs
pronostiques pouvant l’influencer étaient principalement le délai de prise en charge,
I’indice de performance et le traitement antitumoral, ce qui suggére de prendre en

considération ces facteurs pour définir une prise en charge optimale.

Dans notre étude, en plus du taux ¢élevé de mutations de ’EGFR observé, la majorité des
patients étaient porteurs d’un adénocarcinome et diagnostiqués a un stade
métastatique, ce qui suggere qu’un fort pourcentage des patients pourraient étre
éligible pour le test moléculaire de ’EGFR et bénéficier de traitements anticancéreux
basés sur les EGFR-TKIs. Une prise en charge optimale du CBNPC nécessite donc de
faciliter 1'accés de nos patients aux tests moléculaires pour I’EGFR et les autres
marqueurs tumoraux et d’accélérer ainsi [’enregistrement des médicaments de
thérapies ciblées innovantes, déja validées par les agences internationales du médicament

(EMA et FDA).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans ce travail, nous avons décrit le profil clinico-pathologique d’une cohorte de 169
patients pour lesquels ont été portés un diagnostic et/ou un traitement d’un cancer
broncho-pulmonaire au niveau du CHU Benbadis de Constantine, durant la période de
juin 2015 a décembre 2020. L’étude du statut EGFR ont a été effectuée chez 58 patients

atteints de cancer broncho-pulmonaire non a petites cellules.

Les résultats de notre étude épidémiologique sont comparables aux résultats obtenus au
niveau national et au Maghreb sur I’age, le sexe et le stade de la maladie. Notre étude a
permis d’affirmer que le cancer broncho-pulmonaire touche principalement les patients
agés de plus de 50 ans, avec une prédominance chez ’homme. Alors que le tabagisme
actif reste le principal facteur de risque chez ’homme, I’incidence du cancer broncho-
pulmonaire chez les non-fumeurs semble étre augmentée, ce qui suggere probablement
d’autres facteurs de risques, en particulier chez les femmes. L’adénocarcinome
représentait le type histologique le plus fréquent. La majorité des patients ont été
diagnostiqués a un stade avancé, ce qui refléte les choix thérapeutiques indiqués, ou pres
de la moitié des patients ont recu une chimiothérapie de premiere ligne de traitement. Le
diagnostic tardif du cancer broncho-pulmonaire peut étre expliqué principalement par la

symptomatologie non spécifique et I’absence d’un outil validé de dépistage précoce.

Les résultats de 1’étude du statut EGFR, constituant une cohorte unique a 1’échelle
nationale, ont démontré que les patients atteints de cancer broncho-pulmonaire non a
petites cellules dans notre cohorte présentent un taux ¢levé des mutations de I’EGFR
(pres de 40%) comparé aux ceux rapportés chez les patients Caucasiens. Alors que les
mutations classiques les plus fréquentes ont été¢ détectées (L858R dans I’exon 21 et
délétions dans 1’exon 19), il y avait une répartition spécifique de ces deux mutations avec
une prédominance de la mutation L858R. Ces mutations étaient plus fréquentes chez les
patients porteurs d’un adénocarcinome et diagnostiqués a un stade non métastatique,
tandis que leur incidence était indépendante de 1’age, du genre et du statut tabagique. De
plus, ces mutations ont été détectées souvent dans les échantillons obtenus a partir des
prélévements chirurgicaux comparé aux petites biopsies. La surexpression de la protéine
EGFR ¢tait associée au carcinome ¢épidermoide comparé a I’adénocarcinome et

indépendamment a la présence des mutations.
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Conclusion

Notre ¢tude a permis de définir certains aspects épidémiologiques et moléculaires du
cancer broncho-pulmonaire dans I’Est algérien. Les particularités du cancer broncho-
pulmonaire dans notre cohorte étudiée pourraient justifier une prise en charge spécifique
en prenant en compte I’importance de la recherche des mutations de I’EGFR. Un fort
pourcentage des patients pourrait étre €ligibles pour le test moléculaire de ’EGFR et
bénéficier de traitements anticarcéraux basés sur les inhibiteurs de tyrosine kinase anti-
EGFR. De méme, il est important de mettre en place un systeme d'enregistrement
accéléré pour les thérapies innovantes déja validées par les agences internationales du
médicament. L’application de ces différentes stratégies constitue d’une part a une
meilleure prise en charge du cancer broncho-pulmonaire et d’autre part une meilleure

maniére de réduire la mortalité du cancer broncho-pulmonaire.

= Recommandations

> Instaurer des plateformes de génétique moléculaire dans tous les centres de lutte
contre le cancer.

> Promouvoir la politique de lutte contre le cancer broncho-pulmonaire primitif en
particulier en améliorant le registre des cancers régional et national afin de pouvoir
apprécier de facon exhaustive le profil épidémiologique.

> FEtablir une stratégie de dépistage en renforgant les programmes de lutte contre le
tabac et d’aide au sevrage tabagique et ceux du diagnostic précoce en introduisant les

nouvelles techniques diagnostiques.

= Perspectives

> Encourager la recherche pour réaliser d’autres études en vue de confirmer le statut
mutationnel de ’EGFR dans notre population et évaluer le bénéfice des thérapies
ciblées anti-EGFR.

> FEtudier d’autres biomarqueurs émergents du cancer broncho-pulmonaire tels que
ALK, KRAS et PDLI.

> FEtudier les profils génomiques des cancer broncho-pulmonaires, en utilisant des
techniques de la génomique NGS (Next Generation Sequencing), en vue d’identifier

de marqueurs moléculaires d’intérét diagnostique, pronostique et/ou thérapeutique.
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Annexe A : Autorisation d’acces au CHU Benbadis de Constantine.

Faculté¢ des sciences de la nature et de la Vie
Département de Biologie animale
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Annexe B : Attestation du comité consultatif d’éthique du centre de recherche en

biotechnologie.
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Annexe C : Technique histopathologique pour préparation des échantillons FFPE.

Fixation au formol & Analyse macroscopique




Annexe D : Technigues de coloration histologique (H&E) et d’immunohistochimie.
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Annexe E : Procédures du séquencage capillaire.
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Annexe F : La 8°™ classification TNM du cancer broncho-pulmonaire

T - Tumeur

Tumeur primaire non connue ou tumeur prouvée par la présence de cellules malignes

Tx dans 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

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

Tla(mi) | Adénocarcinome minimalement-invasif

Tla <lcm

Tlb >1cmet<2cm

Tlc >2cmet<3cm
Tumeur de plus de 3 cm, mais de moins de 5 cm OU avec un quelconque des

T éléments suivants : Envah!ssement d‘un_e bronche souche quelle que_soit sa distance
par rapport a la carene mais sans envahissement de la caréne, Envahissement de la
plévre viscérale, Existence d'une atélectasie ou pneumonie obstructive

T2a >3 ¢cm mais <4 cm

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

T3 tumor_al(aux) distinct(s) dans le méme lobe, OU envahis§ant directement : _Ia paroi
thoracique (incluant les tumeurs du sommet), le nerf phrénique, la plévre pariétale ou
le péricarde pariétal.

Tumeur de plus de 7 cm OU associée a des nodules tumoraux séparés dans deux

T4 lobes différents du méme poumon, OU envahissant diregtement : le médiastin, le
cceur ou les gros vaisseaux, la trachée, ou la caréne, le diaphragme, le nerf récurrent,
1I’cesophage, un(des) corps vertébral(ux).

N - Adénopathies

NX Envahissement locorégional inconnu.

NO Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux.

N1 Métastases gan_glionnaires péri—brc_)nchi_ques homolatérales et/ou hilaires
homolatérales incluant une extension directe.

N2 Métastas,es glans les ganglions médiastinaux homolatéraux ou dans les ganglions
sous-caténaires

N3 Métast_ases ganglionr_1aires_ médiastinales controlatérales ou hilaires controlatérales ou
scaléniques, sus claviculaires homo- ou controlatérales.

M - Métastases

MO Pas de métastase a distance.

M1 Existence de métastases :

M1a Nodu!e_(s) tumoral(ux) §§paré§ dans un lobe controlatéral, ou nodules pleuraux ou
pleurésie maligne ou péricardite maligne

M1b Une seule métastase extra-thoracique dans un seul organe

Mlc

Plusieurs métastases extra-thoraciques dans un seul ou plusieurs organes




Annexe G : Algorithme de traitement de 1" ligne des CBNPC en situation métastatique
avec mutation activatrice de ’EGFR (ESMO, 2020).

Stage IV lung carcinoma with EGFR-activating mutation

PS 0-2 [I,A]
PS 3-4 for all following options [lil, A]

Gefitinib [, A]
Erlotinib [I, A]
+/- bevacizumab [il, B; MCBS 3J°
Afatinib [I, A]
Dacomitinib [1, A]°
Osimertinib [I, A; MCBS 4]
Gefitinib/carboplatin/pemetrexed [I, B]°

Disease progression
1

| |
Oligoprogression Systemic progression
ANyt
Local treatment Exon 20 7790M mutation testing:
Re-biopsy
{urgery or HI) Systemic progression ——p or

and continue targeted
systemic treatment {IV, C]

cfDNA plasma testing, with re-biopsy if
plasma test is negative [il, A]

Exon 20 T790M Exon 20 T790M mutation negative
mutation positive Or re-biopsy indicated but not feasible

Systemic Platinum-based ChT [l, A] (see Figure 2)
Osimertinib [I, A; MCBS 4] progression b @ Carbolatin/paclitaxel/bevacizumab/
atezolizumab [lll, A"




Annexe H : Prévalence des mutations de ’EGFR chez les patients atteints de CBNPC

selon les origines géographiques et ethniques (d’aprés Zhang et al, 2016).

Variable / Sous-groupe Nombre des études Taux des mutations (%)

Ethnicité

Caucasien 96 17.4 (15.8 - 18.9)

Asiatique 301 38.8 (36.8 - 40.8)

Africain-américain 5 17.2 (5.7 - 28.8)

Mixé 32 27 (22.6 - 31.4)

Ambigu 22 19.3 (16.4 - 22.2)
Localisation

Asie 96 38.4 (36.5 - 40.3)

Amérique (Nord et Sud) 81 24.4 (22.1 - 26.8)

Europe 62 14.1 (12.7 - 15.5)




Annexe | : Prévalence des mutations de I’EGFR par région/pays chez les patients

ayant un adénocarcinome pulmonaire (d’aprés Midha et al, 2015).

Variable / Sous-groupe Nombre des études N Taux des mutations (%)
Europe ~ 15 (6-41)
Italie 9 2223 14 (10 - 33)
Allemagne 7 1573 11 (6 - 41)
France 2 1289 15 (15-17)
Pologne 3 678 13 (11 -14)
Pays-Bas 2 1110 15 (11 - 20)
Espagne 1 1634 17
Royaume-Uni 1 89 12
Grec 2 137 22 (20 - 22)
République de cheque 1 101 21
Russie 2 240 22 (20-31)
Amérigue du Nord ~ 22 (3-42)
Etats unis 16 6663 23 (3-42)
Canada 2 612 14
Etats unis (Américain africain) 1 121 19
Asie-Pacifique ~ 47 (20-76)
Chine 18 2949 48 (27-66)
Japon 33 4619 45 (21-68)
République de Corée 17 2884 43 (20-56)
Malaisie 2 599 45 (39-47)
Taiwan 9 739 57 (36-76)
Amérigue du Sud ~ 36 (9-67)
Argentine 1 244 19
Brésil 3 239 28(9-34)
Peru 203 67
Sous-continent indien ~ 26 (22-27)
Bangladesh 1 61 23
Inde 3 1018 26 (22-26)
Pakistan 1 11 27
Australie 4 570 ~ 12 (7-36)




Annexe J : Prévalence des mutations de I’EGFR chez les patients atteints de CBNPC

selon les caractéristiques clinicopathologiques (d’aprés Zhang et al, 2016).

Variable / Groupe Nombre des études Taux des mutations (%)
Histologie
Adénocarcinome 307 38 (36.0 - 40.1)
Non-adénocarcinome 203 11.7 (10.6 - 12.7)
Sexe
Homme 322 24 (22.5-25.4)
Femme 331 43.7 (41.5 - 45.9)

Statut tabagique
Non-fumeur 284 49.3 (47.2 - 51.4)
Fumeur ou ex-fumeur 280 21.5(20.2 - 22.7)
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Abstract

Background and objective: Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutation status is used as a predictive
biomarker for the tyrosine kinase inhibitors therapy in non-small cell lung cancer (NSCLC). The incidence of EGFR
mutations appears to vary according to ethnic and geographical backgrounds. This retrospective study aimed to investigate
the EGFR mutation status in Algerian NSCLC patients and its association with clinicopathological features. Methods:
We examined the presence of EGFR mutations (Exons 19-21) in 58 unselected NSCLC samples using PCR followed
by direct sequencing. Results: The present study included 53 (91.4%) men and 5 (8.6%) women, with a median age
of 59 (ranging from 44 to 94 years old). EGFR mutations were detected in 23 patients, with an overall rate of 39.6%.
There were 21 (91.3%) cases with the exon-21 L585R single mutation and two (8.7%) with dual mutations of exon-19
deletions and L585R. EGFR mutations were more frequently found in patients with confirmed adenocarcinoma (14/27,
51.8%) than in non-adenomatous NCSCL subtypes (3/14, 21.4%; p=0.03). Furthermore, early stages of the disease
were significantly associated with a higher rate of EGFR mutations (14/27, 51.8%) compared with those at advanced
stage (5/21, 23.8%; p=0.02). There were no significant differences in EGFR mutation frequency by age, gender, or
smoking status. Conclusion: We found that Algerian NSCLC patients exhibited a high rate of EGFR mutations, which
was quite similar to that in Asians population rather than Caucasian patients. Thus, TKI-based treatments may be more
beneficial for Algerian patients with NSCLC. Further studies using a large number of patients are required to confirm
our preliminary findings.

Keywords: Non-small cell lung cancer- Mutation- EGFR gene- Algeria
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Introduction

Lung cancer remains the leading cause of cancer-related
mortality worldwide. According to the latest global cancer
statistics, it is responsible for an estimated 1.7 million
deaths (18.4% of the total cases) in 2018, and its 5-year
survival rate is still at a low level (Bray et al., 2018).
Lung cancer is the most commonly diagnosed cancer
among males in the Northwest African or Maghreb
region, including Algeria (nearly 13.6% of the total cases),
Morocco (22.9%), Tunisia (20.2%), and Libya (18.9%). In
Algeria, lung cancer is the leading cause of cancer-related
death in men, and ranked second in both sexes after breast
cancer, with a global age-standardized mortality rate of
10 per 100.000 (https://gco.iarc.fr/today/).

Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for
approximately 85% of all lung cancer cases, which
is further classified as adenocarcinoma, squamous
cell carcinoma, large cell carcinoma, and other rare
subtypes (Travis et al., 2015). The discovery of several

targetable genetic alterations in NSCLC and subsequent
development of targeted therapies for these patients’
subsets have revolutionized the diagnosis and treatment
of advanced NSCLCs. The epidermal growth factor
receptor (EGFR) and anaplastic lymphoma kinase (ALK)
are the most clinically relevant oncogenic drivers in
NSCLC (Gaughan and Cost, 2011; Levy et al., 2012).
EGFR mutations have been proved to be relevant to
NSCLC adenocarcinomas as a predictive biomarker for
the tyrosine kinase inhibitors (TKIs) therapy in EGFR-
mutant patients. The activating EGFR mutations involve
four exons (18-21) within the tyrosine kinase domain,
including the largest portion in-frame deletions of exon
19 (Ex19del) and L858R missense point mutation in exon
21 (Lynch et al., 2004; Pao et al., 2004; Murray et al.,
2008). However, tumors eventually acquire resistance
to EGFR-TKI therapy. The most common mechanism of
acquired resistance is a secondary mutation at exon 20,
T790M gatekeeper mutation, occurring in approximately
50% of the NSCLC patients harboring EGFR mutations
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with acquired resistance to the TKIs (Gazdar, 2009).

The EGFR mutations in NSCLC are primarily found in
patients with adenocarcinoma, non-smokers, and females.
Ethnic and demographic differences in the prevalence of
these driver mutations have been previously reported, with
low rates in white patients (~10-20%) and high rates in
those of Asian descent (~40-50%) (Midha et al., 2015;
Zhang et al., 2016). The prevalence of these mutations
and the characteristics of NSCLC patients in the North
African region have not been determined. Therefore, our
objective in this study was to examine the EGFR mutation
status in a sample group of Algerian NSCLC patients and
its correlation with clinicopathological features.

Materials and Methods

Patients and samples

This study was conducted at Ben-Badis University
Hospital of Constantine between October 2015 and
November 2018. It was carried out on 58 samples from
unselected patients with histologically confirmed NSCLC
who were mainly from the eastern Algerian regions. The
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples
prepared using biopsy or surgical specimens were obtained
from Department of Anatomic Pathology. The available
clinicopathological information, including patient age,
gender, smoking status, and cancer staging, were gained
from Department of Pneumology and Thoracic Surgery.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from FFPE samples,
10-um-thick tissue sections, using the AllPrep DNA/
RNA FFPE Kit (Qiagen, Hidden, Germany) according
to the manufacturer instructions. Then, it was quantified
by NanoDrop 8000 Spectrophotometer (ThermoFisher,
Waltham, USA).

EGFR mutation analysis

One hundred nanograms of DNA were amplified in a
25 pL reaction solution containing 12,5 puLL of 2x AmpliTaq
Gold 360 Master Mix with 0,5 uL of GC enhancer
(Applied Biosystems, ThermoFisher, Waltham, USA), and
0.3uM of each primer pair for EGFR exons 19, 20 and 21
(Exon 19F: 5’-ATGTGGCACCATCTCACAATTGCC,
19R: 5°-CCACACAGCAAAGCAGA AACTCAC,
Exon 20F: 5’-CATTCA TGCGTCTTCACCTG,
20R: 5’-CATATCCCCATGGCA AACTC, Exon
21F: 5°-GCTC AGAGCCTGGCATGAA, 21R:
5’-CATCCTCCCCTGCATGTGT).

The PCR conditions were as follows: initial
denaturation at 95°C for 15 minutes, followed by 35
cycles of denaturation at 95°C for 30 seconds, annealing
at 57°C for 30 seconds and extension at 72°C for 45
seconds, followed by a final extension step of 7 minutes at
72 °C. The PCR products were separated in a 2% agarose
gel electrophoresis and further purified with a Purelink
Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen, ThermoFisher, Waltham, USA) according
to the manufacturer’s instructions. The sequencing
reaction was performed using the Big Dye Terminator
V3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems) with
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sequence-specific primers in both directions. Sequencing
data were generated with the ABI-Prism 3500x1 Genetic
Analyzer and captured by the SeqScape software v3.0
(Applied Biosystems). Sequences were aligned to the
EGFR GenBank reference sequence (NG _007726.3),
and data were analyzed using Unipro UGENE software
(v.34.0).

Statistical analysis

Data were analyzed using the GraphPad Prism software
(version 7.0). Chi-square test was done to compare two
groups. p <0.05 was considered as statistically significant.

Results

Patients’ characteristics

This study investigated 58 samples from patients
with NSCLC, including 53 (91.4%) men and 5 (8.6%)
women. The patients’ median age at diagnosis was 59
(ranging from 44 to 94 years old). They were histologically
classified as 27 (46.5%) adenocarcinomas (ADC) and 14
(24%) non-adenomatous NCSCLs (non-ADC), which
included 8 squamous cell carcinoma (SqQCC) and 6 other
subtypes. In addition, 9 (15.5%) cases were NCSCL favor
ADC and 8 (14%) favor SqCC. The smoking history and
clinical disease staging data were available for 40 (69%)
and 48 (82.7%) patients, respectively. Twenty three
of the patients (57.5%) were smokers and 17 (42.5%)
nonsmokers. Regarding clinical stages of the disease, 27
(56%) cases were at the early-stage of disease (I-III) and

Table 1. EGFR Mutation Status and Clinicopathological
Characteristics of Patients

Overall Mutant Wildtype p-value
N=58 N=23 N=35
(100%) (39.6) (60.4)
Age, year
Median 59 (44-94) 58 (47-73) 60 (44-94)
(range)
<60 28 (48.3)  12(42.86) 16(57.14) 0.29
>60 28 (46.5)  10(35.71) 18 (66.7)
Gender
Male 53(91.4) 22(41.5)  31(58.5) 0.17
Female 5(8.6) 1(20) 4 (80)
Smoking status
Smoker 23 (39.6) 9(39.1) 14 (60.9) 0.4
Non-smoker 17 (29.3) 6(35.3) 11 (64.7)
Unknown 18 (31.1) 8(44.4) 10 (55.6)
Histology
ADC 27 (46.5) 14 (51.8) 13(48.2) 0.03*
SqCC 8 (14) 2(25) 6 (75)
Favor ADC 9(15.5) 2(22.2) 7(77.8)
Favor SqCC 8 (14) 4(50) 4(50)
Other types 6(10) 1(16.6) 5(83.4)
Disease Stage
I-111 27 (46.5) 14(51.85) 13 (48.15) 0.02*
v 21(36.2) 5(23.81) 16(76.19)
Unspecified 10 (17.2) 4 (40) 6 (60)

*, Statistically significant.
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Figure 1. Examples of EGFR Mutation-Positive NSCLC Cases. (a) Patient 1, harboring L858R (Leu858 Arg) missense
mutation (T to G) in exon 21 with wild-type exon 19. (b) Patient 2, with dual mutations of L858R and in-frame

deletion in exon 19 (DelE746-A750) mutations.

21 (44%) were at the advanced stage or metastasic (IV).

EGFR mutation status and its association with
clinicopathological characteristics

Table 1 shows the clinicopathological characteristics
of patients according to EGFR mutation status. We
detected EGFR mutations in 23 out of 58 samples with
an overall mutation rate of 39.6%. The median age of
patients with EGFR-mutated was 58 (ranging from 47
to 73 years old). According to histological subtypes, a
significantly higher incidence of EGFR mutation was
observed in patients with confirmed ADC (14/27, 51.8%)
compared to those with non-ADC (3/14, 21.4%; p=0.03).
Moreover, a high mutation frequency was noted in patients
with NSCLC favor SqCC 50% (4/8). Exon 21 L858R
single mutation was detected in most patients harboring
EGFR mutations, which represent 91.3% (21/23). The

co-occurring of L858R and Ex19del (dual mutations) were
identified in 2 (8.7%) cases. Both patients harboring dual
mutations were diagnosed with ADC, one woman had
L858R and DelL747 P753insS, and one man showed
L858R and DelE746_A750 mutations (Figure 1).

Considering the clinical staging of cancer, early stages
were significantly associated with a high frequency of
EGFR mutations (14/27, 51.8%) compared to advanced
stage (5/21, 23.8%; p=0.02). On the other hand, no
significant relationship between EGFR mutation rate and
age, gender, and smoking status was found. Furthermore,
in subgroups of patients diagnosed with ADC, one
(33.4%) of three women was harboring mutation and was
nonsmoker, while among the evaluated male patients,
EGFR mutations were detected in 13 (54%) of 24 of men,
including 4/6 (66.6%) nonsmokers versus 6/14 (42.8%)
smokers.

Table 2. The Frequency of EGFR Mutations Reported from the Regions of North-Africa and the Middle East

Frequency (%) N Histology Method Study
North Africa
Algeria 39.6 58 NSCLC Sanger This study
Morocco 21 120 ADC TagMan & Sanger Errihani et al.
Tunisia 5.5 73 ADC Sanger Dhieb et al.
44 50 ADC HC Mraihi et al.
11.5 26 ADC ARMS/Scorpion Arfaoui et al.
Middle East
Gulf region 28.7 230 NSCLC qPCR Jazieh et al.
Levant region 15.6 205 ADC ARMS/Scorpion Tfayli et al.
Lebanon 11.9 201 Non-SqCC ARMS/Scorpion Naderi et al.
8.5 106 ADC ARMS/Scorpion Fakhruddin et al.
Turkey 16.7 959 NSCLC qPCR Tezel et al.
323 300 ADC Pyrosequencing Demiray et al.
42.6 48 NSCLC Sanger Unal et al.

ARMS, Amplification-refractory mutation system; IHC, Immunohistochemistry; qPCR, Quantitative PCR.
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Discussion

The presence of EGFR mutations was shown to be
associated with increased sensitivity to TKIs therapy in
NSCLC (Lynch et al., 2004; Pao et al., 2004). Currently,
EGFR-TKIs gefitinib and erlotinib are considered to be
effective as first-line treatments for advanced NSCLC
patients with EGFR-mutant (Inoue et al., 2013; Zhou et
al., 2015). Furthermore, the incidence of EGFR mutations
appears to be dependent on tumor histological type,
gender, smoking history, and ethnic background (Midha
et al., 2015; Zhang et al., 2016). In the present study, we
investigated the EGFR mutation status in NSCLC patients
from eastern Algeria.

We found that the EGFR mutation rate was 39.6%, a
frequency higher than that reported in Caucasian and quite
similar to that in Asian patients. Varying results have been
reported in ethnic groups closed to our population, such as
North Africa and Middle East regions (Table 2). In contrast
with our findings, Errihani et al., (2013) found a frequency
of 21% regarding EGFR mutations among Moroccan
patients with lung ADC. Besides, Dhieb et al., (2019) in
Tunisia reported 5,5% EGFR mutations in patients with
ADC. Similarly, Arfaoui et al., (2018) reported 11,5%
EGFR mutations. Nevertheless, Mraihi et al., (2018)
found a frequency of 44% in a cohort of Tunisian patients
using mutation-specific immunohistochemistry, which
was in line with our results. Studies conducted in Arab
countries reported frequencies ranging from 8.5-12% for
Lebanon (Fakhruddin et al., 2014; Naderi et al., 2015),
15,6% for the Levant region (Tfayli et al., 2017), and up
to 28.7 for the Gulf region (Jazieh et al., 2015). In the
Turkish population, a previous study by Unal et al., (2013)
revealed EGFR mutation frequency of 42.6% in NSCLC
patients from western Turkey, but in recent large-scale
studies, Tezel et al., (2017) showed that the mutation rate
in Turkish NSCLC patients was 16,7%. However, it was
32.3% in patients with ADC in a study by Demiray et al.,
(2018). These findings could support the heterogeneity in
the prevalence of EGFR mutations. For example, reports
from extensively evaluated populations also showed large
variability with EGFR mutation frequencies in patients
with lung ADC ranging between 6-41% in Europe, 3-42%
in North America, and 20-76% in Asia-Pacific (Midha
et al., 2015). Moreover, according to a meta-analysis of
456 studies conducted by Zhang et al., (2016), there was
asignificant heterogeneity in all analyzed variables related
to the prevalence of EGFR mutations in NSCLC patients.
Besides ethnic backgrounds, patient characteristics,
clinical setting, and methodology may contribute to these
differences. Thus, the data currently available do not
enable us to arrive at a precise conclusion about this issue.

Lung ADC histology represents one of the most
important predictors for the testing and treatment of
EGFR-mutant patients. EGFR mutations are primarily
found in patients with ADC (~38%), and less frequent
(~12%) in non-adenomatous NSCLCs (Zhang et al.,
2016). In the same line, in our study, we found that
EGFR mutations were more frequent in patients with
ADC compared to those with confirmed non-ADC
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subtypes. Nonetheless, there was a high mutation
frequency in NSCLC favor SqCC subtype. This finding
may be explained by the fact that most positive cases
tumor specimen originated from small biopsies. These
results were consistent with previous findings by Ho
et al., (2019) showing a high rate of mutations in small
biopsy-diagnosed SqCC or favor SqCC, which may be
adenosquamous carcinoma. Therefore, the testing of
EGFR mutations could be recommended for patients
with squamous NSCLC diagnosed from small biopsies.

Ex19del and L858R mutations represent approximately
47% and 41% of total EGFR mutations, respectively
(Harrison et al., 2020). These two mutations have
been reported to be associated with distinct prognostic
implications in NSCLC and may require individualized
treatment strategies (Liu et al., 2016; Kobayashi and
Mitsudomi, 2016). Interestingly, we found frequencies
pattern different from those reported in other studies,
with the predominance of L858R single mutation and the
presence of dual mutations of L§58R/Ex19del. Although
these two mutations lead to high sensitivity to EGFR-TKIs
(Lynch et al., 2004; Pao et al., 2004; Riely et al., 20006),
some studies demonstrated that patients with Ex19del
mutation had a higher response and survival rates than
those with L858R (Jackman et al., 2006, Wang et al.,
2015; Jiang et al., 2019). However, in a meta-analysis
done by Lee etal., (2015), there was a significantly longer
progression-free survival (PFS) in patients harboring
L858R than those with Ex19del mutation randomly
assigned to chemotherapy. Furthermore, similar PFS
benefit was observed in both mutations in NSCLC patients
treated with TKI erlotinib in combination with VEGFR2
antagonist Ramucirumab (Nakagawa et al., 2019). On the
other hand, dual mutations of L§58R/Ex19del seem to be
uncommon (Harrison et al., 2020), and the response of
this subset of patients to EGFR-TKIs compared with those
with a single mutation remains controversial (Zhang et
al., 2007; Wei et al., 2014; Peng et al., 2018).

Regarding the relationship between EGFR mutations
and patients’ clinical characteristics, data from the
literature revealed that EGFR mutations were more
frequent in never-smokers and female patients (Ren
et al., 2012; Zhang et al., 2016; Tseng et al., 2017). In
contrast to several reports, the evaluation of available
clinical data in our patients showed no correlation between
EGFR mutations and women and non-smoking status.
Though, we found that patients diagnosed at early stage
of'the disease exhibited higher EGFR mutation frequency
compared with those with metastatic or at advanced stage.
This may due to the quality of the specimen, as most of
our patients at advanced stage were diagnosed with small
biopsies.

Sanger sequencing remains the gold standard method
to detect EGFR mutations, preferably rare and unknown
mutations, but it has a relatively low sensitivity and more
suitable for detecting mutations in surgical specimens
(Liang et al., 2018). Moreover, considering the high
recurrence rate in NSCLC patients at stages II and III
(Sasaki et al., 2014), testing EGFR mutations in patients
at early stage would be useful to pave the way toward



more effective therapeutic strategies. Although, some
subgroups of NSCLC patients are more likely harboring
mutations such as Asian females, never-smokers, with
ADC, and Caucasian non-smokers (Zhang et al., 2016),
the EGFR mutation testing is recommended by different
organizations’ guidelines (CAP, AMP, IASLC, and
ESMO) for all patients with advanced nonsquamous
NSCLC regardless of clinical characteristics, including
some patients with SqCC such as non-smokers or youngers
(Pennell et al., 2019).

This study included some limitations. First, the
sample size was relatively small, especially the scarce
number of female patients. Second, some patients did
not have clinical data (i.e. smoking and stage of the
disease) . Finally, the patients involved in our study
were mostly from the Eastern region of Algeria. Despite
the limitations, our results may predict a high benefit
for Algerian NSCLC patients from EGFR-TKI therapy
and help to select patients eligible for future research,
particularly prospective investigations on the response
of patients with EGFR mutation to TKI-based treatments.

In conclusion, our study suggested that approximately
40% of Algerian NSCLC patients would harbor EGFR
mutations and therefore would be eligible for TKI-based
therapy. The observed EGFR mutation frequency was
quite similar to that found in Asian population rather than
Caucasian population. These findings demonstrated the
need to implement reflex EGFR testing in daily clinical
practice. . We suggest patients with NSCLC to be tested for
EGFR mutations, especially those with adenocarcinoma
regardless of clinical characteristics. Nonetheless, these
preliminary data require further investigations on a large
number of patients.
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ABSTRACT

Lung cancer is the most commonly diagnosed cancer and the leading cause of cancer-
related death in men in Algeria. We carried out this study to assess clinicopathological
aspects and risk factors of lung cancer in Eastern Algeria and to investigate EGFR

mutation status in a cohort of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC).

A retrospective study was conducted on 169 cases of lung cancer at the Benbadis
university hospital, between Jun 2015 and December 2020. Clinical and pathological
parameters were investigated based on the data found in the patients’ medical records.
EGFR mutations and protein expression were examined in 58 NSCLC FFPE samples

using capillary sequencing and immunohistochemistry, respectively.

Patients with lung cancer showed a male predominance with a sex-ratio of 7.4, with a
median age of 61 years. The smoking was estimated as 78.2% in men, while all women
were non-smokers. Histologically, adenocarcinoma was the most common histological
type (56.2%), followed by squamous cell carcinoma (23%), while small cell carcinoma
represented 5.4%. Majority of our patient (over 77%) have advanced stage at the time of
diagnosis. The EGFR mutations were found in 39.6% of NSCLC patients, with the
predominance of L585R point mutation. They were associated with histologically
confirmed adenocarcinoma and early stages of the disease, while had no relationship with

age, gender, or smoking status.

In conclusion, our study revealed that most patients with lung cancer were diagnosed with
adenocarcinoma and at an advanced stage, with smoking as the most important risk factor
in men. Our NSCLC patients exhibited a high rate of EGFR mutations. Thus, the primary
prevention, based mainly on tobacco control, and the access to anti-EGFR based

treatments, may be the best strategies to reduce lung cancer morbidity and mortality.

Keywords: Lung cancer, Clinicopathological features, EGFR, Mutations, Algeria.
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Etude du marqueur moléculaire EGFR dans le cancer broncho-pulmonaire
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RESUME

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est le cancer le plus fréquent chez I’homme en Algérie et
représente la premicre cause de mortalité par cancer tous ages confondus. Cette étude a été réalisée
dans le but d’évaluer le profil clinico-pathologique des patients atteints de CBP dans 1I’Est algérien
et d’examiner le statut mutationnel de ’EGFR chez les patients atteints de cancer broncho-

pulmonaire non a petites cellules (CBNPC).

Notre étude épidémiologique rétrospective a été portée sur 169 patients ayant un CBP au niveau du
CHU Benbadis de Constantine, entre juin 2015 et décembre 2020. Les mutations de ’EGFR ont été
analysée dans une cohorte de 58 patients atteints d’'un CBNPC, en utilisant la technique du

séquencage capillaire, I’expression de la protéine EGFR a été évaluée par immunohistochimie.

Notre étude a démontré que le CBP touche principalement les patients agés de plus de 50 ans (age
médian de 61 ans), avec une prédominance chez les hommes. Le tabagisme reste le principal facteur
de risque chez I’homme (78.2%). De plus, ’adénocarcinome représente le type histologique le plus
fréquent avec plus de 56% des cas, suivi de carcinome épidermoide avec 23%, tandis que 5.4% des
cas ayant un CBPC. La majorité des patients (77%) ont été diagnostiqués a un stade avancé (stade
IIT ou IV). Les mutations de ’EGFR ont ¢été¢ détectées dans 39.6% des cas, avec une prédominance
de la mutation L858R. Ces mutations étaient plus fréquentes chez les patients porteurs d’un
adénocarcinome et diagnostiqués a un stade non métastatique, tandis qu’elles étaient indépendantes

de I’age, du genre et du statut tabagique.

Dans notre population d’étude, la majorité des patients étaient porteurs d’un adénocarcinome et
diagnostiqués a un stade avancé, avec le tabagisme comme le principal facteur de risque chez
I’homme. Les patients ayant un CBNPC présentent un taux élevé de mutations de ’EGFR. Une
prévention primaire s’appuyant principalement sur 1’application des politiques de lutte contre le
tabagisme et l'acces aux thérapies ciblées anti-EGFR constituent une meilleure stratégie pour réduire

la morbidité et la mortalité du CBP.

Mots clés : Cancer broncho-pulmonaire, Profil clinico-pathologique, EGFR, Mutations, Algérie.

Laboratoire de recherche : Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt), Constantine, Algérie
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