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1. GENERALITES

L'immunohistochimie, technique utilisée en histo- et cytopathologie depuis plus
de vingt ans, a permis de faire des progrés considérables dans le diagnostic
morphologique, en particulier dans celui des maladies cancéreuses. Son but et
son principe: mettre en évidence certaines protéines cellulaires, qu'elles soient
cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour un type ou une
fonction cellulaire, a l'aide d'une réaction antigéne — anticorps, le complexe
formé étant rendu visible, donc localisable, par un marqueur coloré. Ses
applications sont innombrables. Parmi les plus importantes, citons le diagnostic
différentiel des tumeurs indifférenciées (carcinome, sarcome, mélanome, ou
lymphome malin), la catégorisation des leucémies et des lymphomes,
l'identification de 1'origine d'une métastase ainsi que la détection de molécules
ayant une importance pronostique et/ou thérapeutique (récepteurs hormonaux

d'un cancer mammaire par exemple). [1]

Les cancers sont des proliférations cellulaires anormales, échappant aux
mécanismes de régulation, envahissant et détruisant le tissu dans lequel elles se
développent, capables de dissémination dans tout I’organisme, et susceptibles de

récidives apres traitement.

La classification des tumeurs est fondée sur leur organe ou tissu d’origine, leur
type histologique, et leur degré de malignité. Le diagnostic est fondé sur
I’histologie, mais fait de plus en plus souvent appel a des techniques
complémentaires telles que I’immunohistochimie, la cytogénétique et la biologie

moléculaire.

L’examen anatomopathologique a pour objectif d’établir le type, le grade
histologique et le stade (c’est a dire I’extension) ; ce qui contribue a évaluer le
pronostic et a déterminer le traitement le plus appropri€ pour le patient. La mise

en évidence de marqueurs moléculaires au sein des tumeurs, avec des techniques
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morphologiques ou non, peut permettre une évaluation plus précise de leur

pronostic et/ou de leur potentiel de réponse aux traitements.

Pour cette raison, ’Hdpital Principal de Dakar s’est trés tot doté d’un plateau
d’immunohistochimie pour faire face aux exigences diagnostiques et
thérapeutiques. Il est un des premiers hopitaux dans la sous région a disposer de
ces moyens. Ainsi il serait intéressant de procéder a une étude sur I’expérience

de HPD sur I’immunohistochimie.

L’¢étude aura pour objectif d’évaluer I’expertise du laboratoire d’Anatomie et
Cytologie Pathologiques de I’Hopital Principal de Dakar (HPD) sur le diagnostic

et le profil immunohistochimiques des cancers du sein et des lymphomes.

En effet la majorité des prélévements adressés pour étude immunohistochimique

concernait les lymphomes et le profil des cancers du sein.

2. DEPISTAGE DES LESIONS PRECANCEREUSES [2]

Le cancer peut parfois étre détecté chez des patients asymptomatiques par
I'examen clinique classique ou des tests de dépistage. Les tests de dépistage sont
effectués chez des patients asymptomatiques a risque. En effet, un diagnostic
précoce peut diminuer la mortalit¢ du cancer. Il permet des traitements moins
radicaux et diminue les colts. Les risques comprennent des résultats faussement
positifs qui nécessitent des tests de confirmation qui sont inquiétants pour le
patient et ont une morbidité importante et un colt élevé; et des résultats
faussement négatifs peuvent étre trop rassurants et faire méconnaitre par le

patient l'importance d'une symptomatologie ultérieure.

Les tests de dépistage sont en pleine évolution et sont recommandés en fonction
des ¢tudes scientifiques. L’exemple le plus typique est celui du frottis cervico-

utérin (FCU) qui est une méthode simple, sensible et spécifique. C’est ¢galement
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une méthode rentable en terme de santé publique car le dépistage systématique
du cancer du col par le frottis cervico-vaginal permet la détection de cancers

cervicaux.

Ce dépistage doit étre effectué régulierement chez les femmes aussi bien avant
qu'apres la ménopause. Deux ou trois frottis sont réalisés au niveau du cul de sac
vaginal postérieur, de I'exocol et de I'endocol. On peut aussi réaliser un frottis en
phase liquide. Seule la biopsie pratiquée apres un résultat cytologique signalant
ces cellules tumorales malignes permettra de préciser le degré d'extension du

cancer (intra épithélial ou invasif) et sa variété.

3. DIAGNOSTIC DES CANCERS

3.1.CLINIQUE
3.1.1. SIGNES GENERAUX

Ils sont souvent marqués par une altération importante de 1’état général avec :

- Une asthénie, une anorexie
- Une perte de poids (signe trés révélateur)

- Une fiévre...

3.1.2. SIGNES FONCTIONNELS

Ils sont variables et sont fonction de I’organe atteint :

- Un des problémes avec les lymphomes est que les symptomes révélateurs
ne sont pas spécifiques et peuvent étre confondus avec des maladies
moins graves, comme une simple grippe par exemple, ce qui joue en
défaveur d’un diagnostic précoce, si essentiel pour en améliorer le

pronostic [3]
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- Dans les cancers du sein les symptomes amenant une patiente a consulter
sont variables. Il peut s'agir d'une douleur, d'une masse, d'une
modification de la peau ou des contours du sein, d'un écoulement
mamelonnaire, d'une anomalie du mamelon ou de l'aréole, d'une
adénopathie axillaire isolée, d'un gros bras, d'un hématome ou d'une
ecchymose spontanée. Tous ces signes peuvent étre isolés ou associés.

I1 est important de préciser la date d'apparition du symptome, ses
modifications depuis le début, son évolution au cours du cycle menstruel,
et son ancienneté, pour apprécier sans culpabiliser la patiente, la durée et

la cause d'un éventuel retard a consulter. [4]

3.1.3. SIGNES PHYSIQUES

Ils varient selon 1’organe concerné. L’examen précisera les caractéres de la
tumeur : le siége, les mensurations, la consistance (souvent pierreuse mais
parfois fluctuante a cause des remaniements nécrotiques ou kystiques...), la

description macroscopique (coloration, 1’aspect, le caractére hémorragique...).

- Dans les lymphomes le signe le plus fréquent est la détection
d’adénopathies ; parfois douloureuses, au niveau du cou, des aisselles, de
I’aine [5]

o Adénopathies superficielles sont celles accessibles a I’examen
clinique, unique ou multiples (volontiers asymétriques, en regle
indolores, chroniques (>1 mois), non satellites d’une porte d’entrée
infectieuse (les adénopathies sus-claviculaires sont particulierement
suspectes) : sans multiplier bilans échographiques, biologiques et
sérologiques, il faut en effectuer la cyto-ponction (élimine une

adénite purulente) et surtout la biopsie ( en €vitant si possible les
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territoires inguinaux et axillaires en raison du risque de
lymphorrhée et lymphoedeme)

o Adénopathies médiastinales révélées par une toux, une dyspnée,
parfois associées a des épanchements pleuro-péricardiques, des
nodules pulmonaires, pouvant réaliser un tableau de syndrome cave
supérieur : le diagnostic peut nécessiter une thoracotomie, plus
souvent une biopsie dirigée sous scanner

o Hépato et/ou splénomégalie, adénopathies abdominales rétro
péritonéales ou mésentériques, ou pelviennes, souvent
accompagnées ou révélées par une fievre au long cours, parfois
compliquées de compression urétérale ou digestive : le diagnostic
repose aussi sur la biopsie radio-guidée plus souvent que sur la
chirurgie

o Dysphonie, obstruction nasale ou tubaire des lymphomes ORL

o Epigastralgies, troubles du transit, hémorragies des lymphomes
digestifs

o HTIC, compression médullaire

o Erythrodermie, nodules cutanés violacés...etc [6]

- Dans les cancers du sein :
o A linspection :
Les signes inflammatoires

= Larougeur : Peut-&tre localisée a une partie du sein ou
s'étendre sur 1'ensemble du sein.

» L[’cedéme : Il est dii a un engorgement des lymphatiques du
derme, Il se traduit cliniquement par une peau d'orange.

» Les modifications du mamelon et de ’aréole : La présence
d'une nappe érythémateuse et prurigineuse bien limitée,
infiltrée, centrée par le mamelon doit faire suspecter la

maladie de Paget et nécessite une biopsie diagnostique.
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L’ombilication du mamelon : Doit évoquer en premier lieu
un cancer lorsqu'elle est récente.

= Les ulcérations : Correspondent le plus souvent a un cancer
évolué. On peut toutefois en observer en cas de papillomes

solitaires, de tuberculose mammaire

Les autres signes : L’inspection peut mettre en évidence d'autres
signes comme des ecchymoses, une modification de la circulation
veineuse superficielle avec apparition d'une circulation veineuse
collatérale, la saillie de volumineuses adénopathies axillaires ou sus-

claviculaires.

o A la palpation : Il faut toujours palper les seins et les aires

ganglionnaires.
* Les seins :
La palpation doit étre douce, précise, méthodique et comparative.
Elle doit éventuellement étre guidée par les données recueillies
lors de l'interrogatoire ou de l'inspection.
La palpation doit se faire sur la patiente assise, puis couchée ; une
bonne palpation doit se faire, la main bien a plat, avec l'extrémité
de I'index et du médius, en se plagant toujours du coté a examiner.
= La tumeur :

Le diagnostic de tumeur n'est pas toujours aisé, en particulier si le
sein est nodulaire.
Une tumeur étant reconnue, il faut préciser son si¢ge, sa taille, ses
limites, sa consistance, sa forme, sa mobilité, sa focalité, et
l'existence d'une poussée inflammatoire.

» Les aires ganglionnaires :
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L'examen des aires ganglionnaires axillaires et sus-claviculaires
doit étre systématique, quels que soient les résultats de
l'exploration du sein.

Les creux axillaires : Ils doivent étre palpés en position relachée,
les mains de la patiente reposant sur les épaules de 1'examinateur.
La main droite explore le creux axillaire gauche et la main gauche
explore le creux axillaire droit. La palpation peut étre difficile si
les ganglions sont haut situés ou si le creux est adipeux. Il faut
apprécier le nombre, la consistance, la taille, la mobilité et la
situation des adénopathies pergues. Les ganglions palpables ne
sont pas forcément néoplasiques. L'étude du creux axillaire doit
étre comparative par rapport au creux controlatéral. En cas
d'adénopathies bilatérales, il faut explorer les autres aires
ganglionnaires.

Les creux sus et sous claviculaires : IIs doivent étre examinés cou
tendu et relaché, téte penchée du coté palpé, la femme étant en
position assise. L'examinateur se place en général derri¢re la

patiente [4]

3.2. EXAMENS COMPLEMENTAIRES

3.2.1. IMAGERIE MEDICALE

L'imagerie médicale comprend souvent des radiographies sans préparation, des

échographies, la TDM, la PET et I'lRM. Ces examens aident a identifier les

anomalies, a déterminer la nature de la masse (solide ou kystique), a la mesurer

et a établir les relations avec les structures voisines, ce qui peut étre important si

une chirurgie ou une biopsie est envisagée. L'imagerie, notamment la TDM,

PET et I'RM, peut détecter des métastases au niveau du cerveau, du poumon, de
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la moelle épinieére ou de I'abdomen, y compris les surrénales, les adénopathies

rétro péritonéales, le foie et la rate.

- L'IRM (avec injection de gadolinium) est la technique de choix pour la
détection et le bilan des tumeurs cérébrales, qu'elles soient primitives
ou secondaires.

- La PET est de plus en plus utilisée pour déterminer l'activité
métabolique d'une masse ou d'un ganglion suspects, d'un nodule
pulmonaire ou d'une autre masse.

- La PET-TDM peut étre utile dans le bilan des cancers du poumon, de
la téte et du cou, du sein et des lymphomes.

- L'¢chographie peut étre utilisée pour I'¢tude du sein, de la cavité
orbitaire, de la thyroide, du cceur, du péricarde, du foie, du pancréas,
des reins, des testicules et des masses rétropéritonéales. Cela peut
permettre de guider les biopsies percutanées et permettre de
différencier kystes remplis de liquide et masses solides.

- La scintigraphie peut identifier plusieurs types de métastases (par
exemple, cancer de la thyroide). La scintigraphie osseuse permet
d'identifier une activité osseuse anormale (c'est-a-dire, ostéoblastique)
avant qu'elle ne soit visible sur les clichés des radiographies simples.
Ainsi, les scintigraphies osseuses sont donc inutiles en cas de 1ésions
purement lytiques (p. ex., myélome multiple); et les clichés
radiographies standards restent dans ces cas la technique de choix [2]

- La mammographie (spécifique au cancer du sein) est un examen
essentiel dans le dépistage du cancer du sein. Elle doit étre réalisée
dans les 10 premiers jours du cycle, afin de limiter les risques liés a
une grossesse débutante, la douleur possible lors de la compression

mammaire, et I’irradiation sur des seins plus radio-opaques en période
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d’imprégnation progestative plus forte. FElle est bilatérale et
comparative.

Deux types d’image mammographique sont pathognomoniques du
cancer quand ils sont associés et tres évocateurs lorsqu’ils sont isolés.
Ce sont :

o Opacités stellaires : C’est la traduction mammographique la
plus classique du cancer du sein. Elle est constituée d’un centre
dense associ€ a une collerette de spicules plus ou moins longs.

o Microcalcifications : Elles peuvent étre associées a une opacité
tumorale ou, a I’'inverse, étre isolées. Elles sont alors le seul

marqueur radiologique d’un cancer infra clinique [4]

3.2.2. BIOLOGIE
3.2.2.1. DOSAGE MARQUEURS SERIQUES TUMORAUX [2]

Les marqueurs sériques tumoraux peuvent apporter des ¢léments de preuve
concordants en cas de signes évocateurs d'un cancer spécifique. Ci-dessous

certains exemples

- Alpha-Fcetoprotéine (carcinome hépatocellulaire, cancer du testicule)

- Ag carcino-embryonnaire (cancer du colon)

- HCG (human chorionic gonadotropin) (choriocarcinome, carcinome
testiculaire)

- Immunoglobulines sériques (myélome multiple)

- Des tests moléculaires tels que BCR-ABLI (leucémie my¢éloide
chronique)

- CAI125 (cancer de l'ovaire)

- CA27-29 (cancer du sein)

- PSA (Prostate specific antigen) (cancer de la prostate)
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Certains de ces marqueurs tumoraux s€riques peuvent étre plus utiles pour

surveiller la réponse au traitement que pour la détection des tumeurs.

3.2.2.2. DOSAGES BIOCHIMIQUES [2]

Les dosages biochimiques sériques et les dosages enzymatiques peuvent aider a
¢tablir la classification par stades. L'augmentation du niveau des enzymes
hépatiques (phosphatases alcalines, LDH, ALAT) et une bilirubine ¢levée
évoquent des métastases hépatiques. Un taux élevé des phosphatases alcalines et
une hypercalcémie peuvent révéler une métastase osseuse. Une urée ou une
créatinine sériques ¢élevées peuvent résulter d'une compression des voies
urinaires secondaire a une masse pelvienne, a une tubulopathie par précipitation
au niveau des tubules des protéines d'un myélome ou d'une néphropathie
uratique au cours d'un lymphome ou d'un autre cancer. Une hyperuricémie est
souvent observée en cas de tumeurs proliférant rapidement et de maladies

my¢lo- et lymphoprolifératives.

3.2.2.3. ANOMALIES GENETIQUES [7]

Les techniques de biologie moléculaire ont une valeur diagnostique et
pronostique dans certaines tumeurs malignes, et peuvent également aider a
dépister la maladie résiduelle aprés traitement ou a diagnostiquer une
prédisposition héréditaire a développer un cancer. La clonalit¢ d’une tumeur
peut étre établie par la mise en évidence du réarrangement clonal des geénes
codant pour les immunoglobulines ou pour le récepteur de cellules T (pour les
lymphomes) ou par la mise en ¢évidence d’une inactivation clonale du
chromosome X (chez les femmes). Les anomalies génétiques apparaissent
successivement au cours de la croissance d’une tumeur. Certaines de ces

anomalies sont récurrentes, c¢’est a dire que le méme type d’anomalie survient
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avec une fréquence ¢levée dans un type de tumeur donné. La détection de ces

anomalies peut présenter un intérét diagnostique ou pronostique.

Les réarrangements chromosomiques peuvent aider au typage des
lymphomes (exemple : t(14 ;18) des lymphomes folliculaires, t(8 ;14)
des lymphomes de Burkit, t(2 ;5) des lymphomes anaplasiques), des
sarcomes (ex : t(X ;18) des synovialosarcomes) ou des tumeurs
pédiatriques.

Les instabilités chromosomiques : exemple la recherche de
I’isochromosome 17q dans les médulloblastomes.

L’instabilité génétique est liée & une anomalie de génes de réparation
de I’ADN. Elle peut étre associée a des formes familiales
d’adénocarcinomes coliques, et est associée a un meilleur pronostic
par rapport a une tumeur sporadique de méme stade.

Les amplifications géniques peuvent avoir une valeur pronostique
(exemple : mauvais pronostic des neuroblastomes ayant une
amplification de c-myc).

Les mutations d’un géne peuvent étre assez spécifiques d’une tumeur

(ex : géne KIT pour les tumeurs stromales digestives).

3.2.3. ANATOMIE PATHOLOGIE [7]

L’¢étude anatomo-pathologique a pour but de préciser :

la nature histologique de la tumeur
son agressivité potentielle
son pronostic

sa capacité a répondre a des traitements de plus en plus spécifiques
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3.2.3.1. DIAGNOSCTIC MORPHOLOGIQUE

Le diagnostic cyto- ou histologique nécessite de disposer d’échantillons de

bonne qualité, représentatifs de la tumeur et n’ayant pas subi d’altérations

pendant leur prélevement ou leur transport.

L’examen des coupes histologiques colorées a ’HES constitue la
base du diagnostic anatomopathologique (typage histologique, grade,
stade, limites). De nombreuses techniques complémentaires,
morphologiques ou non, peuvent étre utilisées pour confirmer ou
préciser le diagnostic. D’autres colorations permettant la mise en
¢vidence de particularités des cellules tumorales (ex : mucosécrétion
avec le bleu alcian) ou du stroma (ex : trame réticulinique avec le
Gordon-Sweet) sont souvent utiles au diagnostic.

L’immunohistochimie pour qui nous allons consacrer un chapitre

(chapitre 4).

3.2.3.2. GRADE DE LA TUMEUR

Le grade de la tumeur est une mesure de l'agressivité tumorale histologique et

fournit d'importantes informations pronostiques. Il est déterminé par I'examen

morphologique d'échantillon de tissu. Le grade est basé sur l'aspect

morphologique des cellules tumorales, notamment l'aspect des noyaux, du

cytoplasme, et des nucléoles; la fréquence des mitoses; et la quantité de

nécrose. Pour de nombreux cancers, des classifications ont été développées.
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3.2.3.3. CLASSIFICATION PAR STADES

Une fois le diagnostic histologique établi avec certitude, la définition du stade
(c'est-a-dire, la détermination de 1'étendue de la maladie) permet de prendre
une décision thérapeutique et influence le diagnostic. La classification clinique
par stades utilise les données de l'interrogatoire, l'examen clinique, I'imagerie,
les examens de laboratoire, la biopsie ostéomédullaire, les biopsies

ganglionnaires ou des biopsies d'autres sites.

3.2.4. TESTS MOLECULAIRES

Les tests moléculaires tels que les analyses chromosomiques, la fluorescence
par hybridation in situ (FISH), la PCR et les Ag de surface cellulaire (par
exemple, dans les lymphomes, les leucémies, les cancers du poumon et
digestifs) permettent de déterminer l'origine des cancers métastatiques, en
particulier dans le cas des cancers dont 1'origine du primitif est inconnue, ce qui

peut étre utile pour choisir le traitement

4. IMMUNHISTOCHIMIE

Il serait absurde de nier aujourd’hui le fait que [’avénement de
I’immunohistochimie et ses applications dans les domaines du diagnostic histo
et cytopathologique durant les années 80 ont représenté une véritable révolution
pour tous les pathologistes. Il est vrai que les colorations traditionnelles telles
que I’hématoxyline-éosine(HE) en histologie et celles de Papanicolaou et/ou de
Giemsa en cytologie continuent a jouer un role fondamental dans la pratique
quotidienne du diagnostic morphologique. Néanmoins, il est de plus en plus
¢vident que ['utilisation de I'immunohistochimie permet de faire des progres
considerables, en particulier dans le diagnostic des maladies cancéreuses en
général. En effet, elle permet non seulement de préciser le diagnostic, mais
encore de mettre en évidence certaines caractéristiques, aussi importantes pour
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le pronostic que pour le choix d’un traitement optimal, voire une thérapie ciblée.
Bref, cette technique, méme si elle n’est pas miraculeuse (elle ne permet
qu’exceptionnellement de différencier entre tumeurs bénignes et malignes), elle
est devenue un instrument indispensable si ’on veut pouvoir assurer un

diagnostic morphologique de qualité dans le domaine de I’oncologie.

4.1.PRINCIPE

Le principe de base de I'immunohistochimie est trés simple. Son but est de
mettre en ¢évidence certaines protéines cellulaires, qu’elles soient
cytoplasmiques (par exemple, filaments intermédiaires), nucléaires (par
exemple, récepteurs hormonaux) ou membranaires (par exemple cerbB2),
spécifiques a un type ou a une fonction cellulaire, a I’aide d’anticorps dirigés
contre cette protéine aux propriétés antigéniques. Les anticorps spécifiques

utilisés en immunohistochimie sont obtenus de deux fagons différentes :

- Immuniser un animal (souris, lapin, cobaye) en Ilui injectant
I’antigéne donné et recueillir ensuite son sérum pour le purifier et

isoler ensuite un anticorps polyclonal,

- Immuniser un animal (souris), recueillir ses lymphocytes, mettre
ceux-ci en culture, et apres purification du surnageant de la culture,

obtenir un anticorps monoclonal.

L’anticorps spécifique ainsi produit est ensuite soit isolé et marqué par un
«révélateur» optique généralement la fluorescéine pour I’immunofluorescence,
soit détecté par un second anticorps dirigé contre la partie constante du premier
(antisouris ou anti-lapin) marqué par un enzyme dont 1’activité se manifeste
par la formation d’un produit coloré (par exemple a partir de la
diaminobenzidine et H202 pour la peroxydase (complexe peroxydase—

antiperoxydase: PAP) ou a l’aide du complexe avitine-biotine (ABC).
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L’anticorps marqué est incubé avec une coupe de tissu apres démasquage de

I’antigéne au moyen du four a micro-ondes ou a I’aide d’enzymes.

Durant cette incubation, I’anticorps marqué se fixe sur I’antigéne spécifique le
rendant ainsi visible et localisable, que ce soit dans le cytoplasme, les noyaux

ou la membrane cellulaire.

Actuellement, la trés grande majorité des anticorps utilisés dans la pratique
quotidienne sont des anticorps pouvant étre utilis€és sur des coupes de tissus

fixés au formol et inclus en paraffine.

Toutefois, certains immunomarquages exigent encore d’étre réalisés sur du
matériel tissulaire frais et immédiatement congelé, mais ces cas restent
exceptionnels. A noter encore que le nombre des anticorps disponibles sur le

marché, pour la plupart monoclonaux, ne fait que croitre de jour en jour.

Si d’une facon générale un examen immunohistochimique exige au moins 24h
(démasquage de I’antigéne, incubation avec [D’anticorps etc), il existe
actuellement des méthodes rapides, utilisables méme lors d’examens

extemporanges. [1]

4.2.PHASE PRE-ANALYTIOQOUE

Cette phase est primordiale. La fiabilité des résultats obtenus y dépendra. Elle
est conditionnée par les éléments suivants : le fixateur, le délai de fixation, la

température de la paraffine et la décalcification.
- Le temps d’ischémie froide doit €tre inferieur a une heure.

- Le fixateur doit étre du formol neutre tamponné : c’est le fixateur de
référence. Pour la cytologie le fixateur recommandé doit étre a base

d’alcool
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- Le délai de fixation : la durée minimum de fixation est de 6 a 8
heures avec un temps de fixation optimal se situant entre 24 et 48
heures. Pour les lames blanches la conservation doit se faire au sec
dans une boite porte lame pendant moins de deux semaines (pas de

conservation au frigo car y a risque d’oxydation de I’ADN)).

- Latempérature de la paraffine : la paraffine ne doit pas étre trop

chaude

- La décalcification : il faudra rincer les pieces apres décalcification car

les produits utilisé€s sont tres acides.

4.3.TECHNIQUE [8]

Il s’agit de la technique classique immunohistochimique en trois couches

faisant appel au couple streptavidine-biotine/ anticorps secondaire.

En pratique courante comme en recherche, la technique immunohistochimique
la plus pratiquée sur les coupes de tissus fixés au formol et inclus dans de la
paraffine est une technique en trois couches dont la premiére étape est
constituée par une incubation dans une solution de l'anticorps d'intérét, appelé
anticorps primaire. Aprés un lavage ayant pour but d'éliminer les anticorps
adhérents a la coupe du fait d'interactions non spécifiques, sont déposées
successivement les différentes couches d'un systéme de révélation constitué le
plus souvent d'un antisérum biotinylé dirigé contre les immunoglobulines de
'espece ayant fourni 'anticorps primaire puis une streptavidine (ou une
avidine) conjuguée a une enzyme telle que la peroxydase ou la phosphatase
alcaline. La liaison entre l'anticorps secondaire et la streptavidine résulte de la
trés grande affinité de cette derniére pour la biotine. Les activités
peroxydasique ou phosphatasique sont ensuite mises en évidence par
incubation dans une solution de révélation donnant lieu a un produit coloré
insoluble (image N°1)
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En immunohistochimie, les signaux colorés peuvent correspondre a un
marquage spécifique mais aussi résulter de réactions parasites de mécanismes

varieés :

- réactions immunologiques spécifiques développées entre les anticorps
primaire ou secondaire et un déterminant antigénique n'appartenant

pas a la molécule cible (réactions croisées),

- interactions non spécifiques développées entre 1'une des protéines du
montage (anticorps primaire, secondaire, streptavidine, peroxydase

ou phosphatase) et des constituants de la coupe,

- activité enzymatique endogene identique a celle utilisée comme
traceur (peroxydases granulocytaires par exemple). L'oxydation du
substrat de la peroxydase peut également étre catalysé par des ions
métalliques, notamment par le couple redox Fe3+/ Fe2+ présent dans
les globules rouges et 'hémosidérine. Il est classique, en anatomie
pathologique, d'appeler cette catalyse non enzymatique «
pseudoactivité peroxydasique)). La biotine est liée de facon covalente
a différentes protéines, principalement mitochondriales, ce qui
explique l'aspect granulaire ou en batonnets des artéfacts qui résultent
de son interaction avec la streptavidine et l'intensité des colorations
artéfactuelles secondaires a l'interaction de la streptavidine avec la
biotine endogene au niveau des cellules riches en mitochondries telles
que 1'hépatocyte, le sébocyte ou la cellule du tube contourné proximal
rénal. La covalence de la liaison biotine protéine, quant a elle, rend
compte du fait que la biotine, une vitamine hydrosoluble de petite
taille, n'est pas perdue lors de la fixation et de l'inclusion et résiste au

démasquage thermique. Un moyen pour ne pas détecter la biotine
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endogene, utilisé dans notre travail, consiste a utiliser un anticorps

secondaire 1i¢ a un micropolymere de peroxydase (Image N°1).

Image N°1 : technique de I’'immunohistochimie
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Image N°2 : les résultats de I’immunomarquage
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4.4.APPLICATIONS [1]

Il est indiscutable qu’un diagnostic histo- et/ou cytopathologique précis et
fiable de toute tumeur maligne représente la condition « sine qua non » pour
que le choix thérapeutique soit optimal et offre les meilleures chances de
survie, si ce n’est de guérison, au patient. Or grice a I’immunohistochimie,
aussi bien le diagnostic différentiel de certaines tumeurs que la mise en
¢vidence de certaines de leurs propriétés ayant des conséquences
thérapeutiques et pronostiques importantes, ont fait des progrés considérables,

et cela au bénéfice de tout patient cancéreux.

Une des indications des plus fondamentales et wuniverselles de
I’immunohistochimie dans le diagnostic histopathologique est représentée par
la situation dans laquelle on se trouve en présence d’une tumeur indifférenciée.
En effet, il se pose alors le probléme de savoir s’il s’agit d’un carcinome
indifférencié, d’un sarcome, d’un mélanome ou d’un lymphome malin. Autre
situation embarrassante en morphologie pure : comment faire le diagnostic
différentiel entre un adénocarcinome primaire (ou secondaire) du poumon et un
mésothéliome de type épithélial ?...Sans immunohistochimie, ces diagnostics
différentiels ne sont tout simplement pas possibles, et cela alors qu’une telle
distinction est vitale pour le patient, tant le traitement et le pronostic seront
différents selon le diagnostic définitif. Le recours a I’immunohistochimie est
¢galement trés précieux pour la catégorisation des leucémies et des
lymphomes. En effet, I’identification et la classification des tumeurs ayant
pour cellules d’origine soit des lymphocytes (T ou B) soit des cellules
mononucléées de type phagocytaire (histiocytes), requierent de nos jours de
maniere impérative la mise en oeuvre de I’immunohistochimie, les schémas
thérapeutiques pouvant étre tres différents selon le type de prolifération
néoplasique. Une autre indication est représentée par la nécessité d’identifier

I’origine d’une métastase, la tumeur primaire €tant jusque-la restée muette.
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Pour illustration, le cas d’une femme de 64 ans qui présente une fracture
pathologique du col du fémur. Une biopsie osseuse est réalisée et permet de
mettre en évidence une métastase d’un carcinome d’origine X. Les examens
cliniques et para-cliniques complémentaires ne mettent en évidence aucune
tumeur, en particulier pas de tumeur mammaire, pulmonaire ou digestive. Seul
un volumineux goitre nodulaire en grande partie calcifié est noté. L’examen de
la métastase en immunohistochimie met en €évidence une positivité de la
majorité des cellules tumorales pour la thyroglobuline. La certitude que cette
patiente est porteuse d’un carcinome de la glande thyroide étant acquise, une
thyroidectomie totale est réalisée et son examen systématique permettra de
mettre en évidence un petit carcinome papillaire (diamétre maximal de 0.6 cm
avec invasion vasculaire) d’un type particulier. Enfin, la détection de
molécules ayant une importance pronostique et/ou thérapeutique représente
¢galement une indication largement reconnue pour des examens
immunohistochimiques. Le carcinome mammaire est un exemple classique
pour illustrer ce fait. D’une part, 'immunohistochimie permet de mettre en
¢vidence la présence ou non de récepteurs hormonaux nucléaires, mais encore
de quantifier la proportion de cellules positives. Il est connu de longue date que
les tumeurs exprimant les récepteurs aux oestrogeénes et a la progestérone ont

un meilleur pronostic que celles qui sont négatives.

De plus, ce résultat va déterminer la mise en ceuvre ou non d’un traitement aux
anti-oestrogenes. Enfin, il a été établi, par exemple, que les tumeurs
mammaires qui surexpriment la protéine c-erbB2 (ou HER-2, protéine
membranaire) ont un pronostic beaucoup plus sombre, car elles se révélent
généralement résistantes aux traitements oncologiques habituels. Par contre,
elles sont susceptibles de répondre positivement a une thérapie ciblée, en
deuxieme intention, par I’Herceptine®, médicament dont la formule est

identique a celle de I’anticorps utilis¢ en immunohistochimie. L’anticorps
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monoclonal MIB-1 (Ki-67) permet de mettre en ¢évidence la fraction des
cellules en prolifération, ce qui permet d’évaluer I’activité¢ effective de
multiplication cellulaire au sein d’une tumeur, ce qui a un impact certain sur le

pronostic.

Dans de tres rares situations, I’immunohistochimie permet de distinguer, avec
un assez grand degré de fiabilité, entre une prolifération cellulaire bénigne et
maligne. C’est le cas par exemple lors d’une prolifération lymphocytaire au
sein de laquelle on peut mettre en évidence une monoclonalité des cellules
grace a un antigene dirigé soit contre les chaines légeres, soit contre les chaines

lourdes des IgG.

A noter enfin que I’immunohistochimie est une technique qui se révele aussi
utile en cytopathologie, méthode diagnostique moins invasive et moins

coliteuse que I’histopathologie.

4.5.QUELQUES EXEMPLES DE MARQUEURS

Nous allons parler des marqueurs pour les lymphomes et pour les cancers du

sein car représentant 1’essentiel de notre cohorte.

4.3.1. Cancers du sein [9]

- Récepteurs aux cestrogenes (RO)

Dans les années 1970, Mc Guire et al. ont montré I’importance
clinique de la quantification des RE comme facteur pronostique et
prédictif du bénéfice de I’hormonothérapie dans le cancer du sein. De
nombreuses publications ont confirmé que le pourcentage de cellules
tumorales exprimant les RE a une valeur pronostique et prédictive
importante : la survie globale, la survie sans récidive et la réponse a’
I’hormonothérapie sont positivement corrélées au taux de RE. [10,

11]
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Image N°3 : immunomarquage RO (marquage nucléaire en couleur

marron)

- Récepteurs a la progestérone (RP)

L’expression des RP est également un élément important dans
I’évaluation du cancer du sein. En effet, plusieurs études ont
confirmé une corrélation positive entre le niveau d’expression des RP
et la survie globale, la survie sans récidive et la réponse a’

I’hormonothérapie et ceci, indépendamment de 1’expression des RE.
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Image N°4 : immunomarquage RP (marquage nucléaire en couleur

marron)

Statut HER2

Le HER2 appartient a la famille des récepteurs aux facteurs de
croissance ¢épidermiques. Il existe un score semi-quantitatif
permettant de classer le statut HER2 en quatre catégories : 0, 1+, 2+
ou 3+. Une recherche d’amplification par hybridation in situ est

nécessaire lorsque le score est 2+.

La surexpression d’HER2, retrouvée dans 10 a 30% des cas, est
associée a un mauvais pronostic en termes de survie sans récidive et
de survie globale, indépendamment des autres facteurs pronostiques

connus.

Le trastuzumab, anticorps monoclonal murin humanisé, a démontré

en 2001 son efficacité en situation métastatique avec un bénéfice
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important en survie globale puis, en situation adjuvante, pour les

cancers du sein surexprimant I’HER2.

L HER?2 est de ce fait prédictif d’une réponse a un traitement ciblé
anti-HER2, de méme que d’autres molécules anti-HER?2, apparues

depuis.

Image N°5 : immunomarquage HER2 / marquage membranaire

(score 3+)
- Ki67

Le Ki67 est une protéine nucléaire exprimée durant les phases G1, S,
G2 et M du cycle cellulaire mais pas durant la phase de quiescence
GO0. Son niveau d’expression peut étre évalué par le pourcentage de
cellules tumorales marquées par un anticorps anti-Ki67 en IHC. En
effet, son niveau d’expression est directement corrélé a 1’index

mitotique et la prolifération tumorale dans un cancer du sein.
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Plusieurs études ont validé la valeur pronostique du Ki67 dans le
cancer du sein avec un pronostic d’autant plus favorable que sa
valeur est basse. Par ailleurs, le Ki67, en association avec I’analyse
de I’expression des RE, des RP et de HER2, permet de proposer une
classification moléculaire des cancers du sein en pratique clinique.
En effet, Cheang et al. [12] ont montré que le taux de Ki67 était
corrélé avec la signature PAMSO0 et le sous-type moléculaire luminal
A (Ki67 bas) ou B (Ki67 ¢élevé) avec un seuil discriminant de 13,25
%.

Toutefois, sa valeur prédictive de la réponse a la chimiothérapie (CT)
n’est pour autant pas établie. En effet, si en situation néoadjuvante, le
Ki67 est positivement corrélé a un taux de réponse clinique ou
histologique compléte, en situation adjuvante, sa valeur prédictive est

plus floue.

Il persiste toutefois des difficultés concernant la standardisation des
techniques d’THC, ainsi que la définition d’un seuil de Ki67 du fait
de sa variabilité avec une hétérogénéité intra-tumorale spatiale et
temporelle et une variabilit¢ de son analyse IHC intra- et inter-
observateur et inter-laboratoire. Dans ce contexte, des
recommandations internationales  ont ¢été formulées en 2015

recommandant d’adapter le seuil de 20 % au nivau médian de Ki67.
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Image N° : immunomarquage Ki-67 montrant en coloration

brunatre des noyaux en mitose.
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4.3.2. Les lymphomes [5]

e [ es marqueurs lvmphoides B

- 1le CD20 : Il marque toute la différenciation lymphoide B a

I’exception du plasmocyte.

Image N°7 : Coupe d’une picce de gastrectomie (GX40) avec une coloration
positive avec I’AC CD20 se traduisant par une coloration marron ce qui signifie

I’existence d’un lymphome B a grande cellule [13]

- le CD79a: Il reconnait les lymphocytes B depuis les stades les plus
immatures (contrairement au CD20 qui est négatif sur les
lymphoblastes B) et certains plasmocytes. Il est tres utile pour

reconnaitre les lymphocytes B lorsqu’il y a eu un traitement par
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anticorps monoclonal anti-CD20 qui ne permet plus de visualiser les

cellules B par un anticorps anti-CD20.

Image N°8 : Biopsie ostéo-médullaire réalisée aprés traitement par rituximab
dans le cadre d’un lymphome a cellule du manteau avec atteinte médullaire

massive CD20- et CD79a+ apres traitement par anti-CD20 [14]

- le pax 5 : Le Pax-5 est un facteur de transcription des lymphocytes B,
exprim¢ jusqu’au plasmocyte, exclu. Le signal positif est de
localisation nucléaire. Il existe une bonne corrélation entre
I’expression de CD20 et de Pax-5. L’avantage de Pax-5 est d’étre

exprime¢ des les stades précoces de la différenciation lymphoide et
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dans les cellules tumorales lymphoides B ayant perdu le CD20, par

exemple apres traitement par anti-CD20

le CD138: Il marque les plasmocytes mais aussi les cellules
¢pithéliales, dont les hépatocytes. Attention, sur une biopsie
médullaire, ne pas confondre métastase et myélome ! Au moindre

doute, faire un anticorps anti-cytokératine.

le CD23 : Il détecte I’antigéne CD23 présent a la surface d’une sous-
population de lymphocytes B dans les centres germinatifs. Il
reconnait également une sous-population de cellules folliculaires

dendritiques.

e Les marqueurs lyvmphoides T

CD5 : 11 est exprimé dans certains types de lymphomes B a petites
cellules, le lymphome lymphocytique / LLC et le lymphome a
cellules du manteau. Si ces diagnostics sont suspectés, compléter

alors par des anticorps anti-CD23 et anti-Cycline D1.
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Image N°9: Biopsie de végétations adénoides : répartition normale des
populations lymphoides B (CD20+) et T (CD5+ et CD3+) [14]

- Le trou phénotypique : par ailleurs, certains lymphomes T présentent
un trou phénotypique pour le CD3, le CDS5, le CD2 ou le CD7, il est
donc intéressant de prescrire ces anticorps d’emblée en cas de

suspicion de lymphome T.

- Les protéines du cycle cellulaire et du contrdle de 1’apoptose.
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o Bcl 2: La translocation t (14 ; 18) dans les lymphomes
folliculaires induit la surexpression de Bcl-2. C’est un
marqueur cytoplasmique a prédominance granuleuse. Des
hétérogénéités dans le marquage sont souvent présentes. Dans
la majorité des cas, I’expression est treés forte, un marquage
faible ne doit pas €tre accepté, car il s’associe souvent a des
résultats faussement positifs. A savoir aussi que I’expression de
Bcl-2 est indépendante de la translocation t(14 ; 18), car les
cellules lymphoides normales T et B, sauf celles des centres
germinatifs expriment Bcl-2. Ainsi les cellules B des follicules
lymphoides primaires, non stimulés et ne contenant pas de
centres germinatifs expriment Bcl-2. Il ne faut donc pas
confondre un follicule lymphoide primaire Bcl-2 positif mais
CDI10 et Bcl-6 négatif avec un follicule de lymphome
folliculaire Bcl-2+, également CD10+ et Bcl-6+.

o Bcl 6 : Le géne Bcl-6 est localisé sur le chromosome 3 (3q27).
C’est un facteur de transcription impliqué dans Ila
différenciation lymphoide B dans le centre germinatif :
expression physiologique par les cellules B du centre
germinatif et les lymphocytes T helper folliculaires (TFH). Il
est exprimé par les cellules B du centre germinatif, normales et

tumorales. C’est un marqueur nucléaire

- Autres marqueurs :

o CD30 : C’est un antigéne d’activation des cellules T et B. Il est
exprime¢ sur les lymphocytes B et T activés au cours de la

mononucléose infectieuse et des autres pathologies lymphoides
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associées a ’EBV, sur les plasmocytes, en particulier dans les

pathologies dysimmunitaires.

o CDI15 : Initialement décrit comme un marqueur des cellules
my¢lo-monocytaires et plus particuliecrement de la lignée
granuleuse. Il est également présent sur les cellules de Hodgkin
et de Reed-Sternberg. Certains DLBCL primitifs du médiastin
peuvent exprimer le CD15. 1l est positif dans la majorité des

cas de LH classique. Il est une aide au diagnostic.

o EMA : L’EMA est exprimé par les cellules épithéliales et par

les plasmocytes

o Ki67: C’est un antigene nucléaire, associ¢ a la prolifération

cellulaire.

o Autres CD 10 (CALLA), cycline D1...

4.6.LIMITATIONS [1]

Comme toutes les méthodes, I’immunohistochimie a ses exigences et ses
limites. Pour satisfaire aux exigences requises et éviter les pi¢ges, il est bon de

rappeler les faits suivants:

o [Exigences techniques

- Tous les anticorps ont une «durée de vie» limitée. Il faut donc pouvoir
les stocker dans des conditions adéquates et les utiliser avant la date

limite de conservation (risque de faux négatif).

- Il ne faut soumettre a un tel examen que du tissu bien conserve,

I’autolyse ainsi que la conservation prolongée du tissu dans le formol
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causant non seulement une dénaturation de I’antigéne (a faux négatif)
mais encore une diffusion de celui-ci dans les tissus avoisinants pouvant

mener a une image ininterprétable (& imprégnation non spécifique).

La procédure de démasquage des antigénes est cruciale. Que celui-ci se
fasse par voie enzymatique ou au moyen d’un four & micro-ondes, il doit
étre dosé¢ de fagon optimale. Un démasquage insuffisant meéne a des
résultats faux négatifs, un démasquage excessif peut avoir pour

conséquence une fausse positivité plus ou moins diffuse.

La réalisation d’examens immunohistochimiques exige une excellente
formation ainsi qu’une discipline rigoureuse de la part des techniciennes
et techniciens chargés de leur exécution. Une période d’apprentissage est

donc indispensable.

o Pieges lors de linterprétation

On peut parfois constater une réaction croisée avec d’autres antigénes.
De tels résultats faussement positifs doivent étre corrigés sur la base des
données cliniques et histologiques conventionnelles. Il en va de méme
pour une fixation non spécifique de I’anticorps aux tissus. La présence
dans le tissu examiné d’une activité peroxydase endogéne ou d’une
affinité¢ particuliere pour le complexe avidine-biotine peut étre a

I’origine de faux positifs.

La présence de cellules normales au sein d’un tissu tumoral peut amener
a de fausses conclusions. Ceci est particulierement vrai pour les tumeurs
des tissus mous. La présence de rares cellules positives pour la desmine
(anticorps marquant les cellules musculaires squelettiques) au sein d’un
sarcome ne doit pas impérativement mener au diagnostic d’un

rhabdomyosarcome.
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e Le prix

Enfin, comme tout examen, I’immunohistochimie a un prix. Toutefois le prix
des anticorps les plus utiles, donc les plus utilis€s, a nettement baissé¢ depuis
leur introduction. De plus, pour étre a méme d’effectuer cette technique, il

n’est pas nécessaire de disposer d’un nombre considérable d’anticorps

5. CLASSIFICATIONS

S5.1.CLASSIFICATION HISTOLOGIQUE DES CANCERS [7]

Depuis le XIXéme siecle, les tumeurs sont classées selon leur localisation
initiale et leur aspect morphologique et microscopique. Le typage des tumeurs
est fondé sur le tissu normal dont elles semblent dériver, et leur caractére bénin
ou malin. Cette classification s’aide maintenant des techniques
d’immunohistochimie, de cytogénétique et de biologie moléculaire (détection

d’anomalies génétiques spécifiques d’un type tumoral).

5.1.1. LES TUMEURS EPITHELIALES

Cellule ou tissu d’origine Tumeur maligne
Epithélium malpighien Carcinome epidermoide
Epithélium transitionnel Carcinome transitionnel
Epithélium glandulaire adénocarcinome

Tableau N°1 : Classification des tumeurs épithéliales malignes

50




5.1.2. LES TUMEURS CONJONCTIVES

Cellule ou tissu d’origine Tumeur maligne
Fibroblastes fibrosarcome

Cellules musculaires lisses Léiomyosarcome

Cellules musculaires striées Rhabdomyosarcome

Adipocytes liposarcome
Cellules endothéliales angiosarcome

Cellules cartilagineuses chondrosarcome
Cellules osseuses ostéosarcome

Tableau N°2 : Classification des tumeurs conjonctives malignes

5.1.3. TUMEURS TISSUS HEMATOPOIETIQUES

Cellule ou tissu d’origine Tumeur maligne

Lymphocytes Syndromes lympho-prolifératifs

Lymphomes non Hodgkiniens

Myéloides Syndromes my¢loprolifératifs

Tableau N°3 : tumeurs des tissus hématopoiétiques
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5.1.4. QUELQUES TUMEURS DERIVEES D’AUTRES TISSUS

Cellule ou tissu d’origine

Tumeur maligne

Mélanocyte

M¢élanome

Mésothélium

Mesotheliome malin

Tissu méningé

Nerf periphérique

Tumeur maligne des gaines nerveuses
périphériques

Cellule gliale

Tableau N°4 : les tumeurs dérivées d’autres tissus

5.1.5. TUMEURS DU TISSU GERMINAL ET DES ANNEXES

EMBRYONNAIRES

Cellule ou tissu d’origine

Tumeur maligne

Gonies

séminome

Sac vitellin

Tumeur du sac vitellin

Placenta

choriocarcinome

Disque embryonnaire

Carcinome embryonnaire

Complexes (pluritissulaires)

Tératome immature (malin)

Tableau N°5 : tumeurs du tissu germinal et des annexes embryonnaires




5.1.6. TUMEURS DU BLASTEME EMBRYONNAIRE

Cellule ou tissu d’origine Tumeur maligne
Nerveux Neuroblastome

Rénal Nephroblastome
Hépatique Hépatoblastome

Tableau N°6 : tumeurs du blast¢éme embryonnaire

5.2 CLASSIFICATION DES LYMPHOMES |[5]

Classification OMS 2008 des lymphomes

Cette classification est reproductible, consensuelle et universellement utilisée.
Elle a été validée par de multiples études internationales et est aujourd’hui la
seule référence, le « gold standard » de la nomenclature : tout lymphome doit

aujourd’hui étre dénommé selon cette classification.

La classification OMS est en perpétuelle évolution afin de prendre en compte
les plus récentes découvertes. Dans sa version 2008, elle a intégré par exemple

la classification de ’EORTC des lymphomes cutanés.
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LYMPHOMES B

LYMPHOMES T et NK

Prolifération de Cellules B « précurseurs »

Lymphome /leucémie lymphoblastique B

Proliférations B matures (périphériques)

Leucémie lymphoide chronique (LLC) B/

Lymphome lymphocytique

Leucémie prolymphocytaire B

Lymphome splénique de la zone marginale

Leucémie a tricholeucocytes

Lymphome B splénique/leucémie inclassable

Lymphome lymphoplasmocytaire

Maladies des chaines lourdes

Tumeurs plasmocytaires

Lymphome de la zone marginale extra-ganglionnaire du
MALT (lymphome du MALT)

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire
Lymphome folliculaire

Lymphome primitif cutané centro-folliculaire

Lymphome a cellules du manteau

Lymphome diffus a grandes cellules B

Lymphome B a grandes cellules riche en cell T/histiocytes
Lymphome B a grandes cellules du SNC

Lymphome B a grandes cellules primitif cutané de type
jambe

Lymphome B a grandes cellules EBV+ du sujet dgé
Lymphome B a grandes cellules associé a une inflammation
chronique

Granulomatose lymphomatoide

Lymphome B a grandes cellules du médiastin (thymique)
Lymphome B a grandes cellules intravasculaire

Lymphome B a grandes cellules ALK+

Lymphome plasmoblastique

Lymphome B a grandes cellules associé a une maladie de
Castelman multicentrique HHV8+

Lymphome primitif des séreuses

Lymphome de Burkitt / leucémie de Burkitt

Lymphome B, inclassable, avec aspects intermédiaires entre
un lymphome diffus a grandes cellules B et un lymphome
de Burkitt

Lymphome B, inclassable, avec aspects intermédiaires entre

un lymphome diffus a grandes cellules B et un lymphome

de Hodgkin

Prolifération de cellules T «
précurseurs »

Lymphome /leucémie lymphoblastique
T

Proliférations T matures
(périphériques)

Leucémie prolymphocytaire T
Leucémie lymphocytaire T a gros
grains

Syndromes lymphoprolifératifs
chroniques a cellules NK

Leucémie agressive a cellules NK
Syndromes lymphoprolifératifs T
EBV+ de I’enfant
Leucémie/lymphome T de I’adulte
(HTLVI1+)

Lymphome NK/T extra-ganglionnaire,
de type nasal

Lymphome associé a une entéropathie
Lymphome T hépatosplénique
Lymphome T sous-cutané de type
panniculite

Mycosis fongoide

Syndrome de Sézary

Syndromes lymphoprolifératifs T
CD30+ primitifs cutanés

Lymphomes T primitifs cutanés, de
sous-type rare

Lymphomes T primitifs cutané gamma-
delta

Lymphomes primitifs cutanés agressifs
epidermotropes CD8+ cytotoxiques
Lymphomes primitifs cutanés CD4+
Lymphomes T périphériques sans autre
précision

Lymphome T angio-
immunoblastique

Lymphome a grandes cellules
anaplasiques ALK+

Lymphome a grandes cellules

anaplasiques ALK-

Tableau N°7 : Classification des lymphomes
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5.3 CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES CANCERS DU SEIN

5.3.1 Les tumeurs luminales [9]

Le sous-type luminal A : représente 50 a 60 % des cancers du
sein. Il s’agit de tumeurs de bas grade, avec un faible degré de
polymorphisme nucléaire et une faible prolifération. Ce sous-type
comprend des types histologiques spécifiques (tubuleux,
cribriforme, mucineux. . .) de bon pronostic. Ces tumeurs sont
¢galement caractérisées par des taux de récepteurs hormonaux
¢levés et homogenes, la négativité de p53 et d’HER2. On retrouve
¢galement dans ce sous-groupe de faible niveau d’expression des
genes liés a la prolifération. Ces tumeurs expriment les CK 8, 18
et d’autres marqueurs luminaux (RE et génes associés: LIV,
FOXA1, XBPl, GATA3, BCL2,Her3 et Herd). En
immunohistochimie, le sous-type luminal A est défini par des
récepteurs aux estrogenes et/ou a la progestérone positifs, un statut
Her2 négatif et un index de prolifération Ki67 bas. Les tumeurs
luminales A sont de meilleur pronostic que les autres sous-types.
Les patients présentant ce sous-type sont ceux qui bénéficient le

plus d’une hormonothérapie.
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Image N°10 : profil immuno-histochimique du sous-type luminal A

- Le sous-type luminal B : représente 15 a 20 % des cancers du

sein et présente un phénotype plus agressif. Ces tumeurs sont

souvent de plus haut grade histologique avec un index de

prolifération plus élevé et un pronostic plus péjoratif. Ce sous-type

présente un risque de récidive plus élevé et un taux de survie apres

récidive plus bas que pour le sous-type luminal A. Ces tumeurs

présentent un certain degré d’instabilité génomique. Elles sont

hormonosensibles  mais  bénéficient  également

chimiothérapie, voire d’une thérapie anti-Her2 quand elles

surexpriment Her2. En immunohistochimie, le sous-type luminal

B est défini comme RE positif, Her2 négatif et Ki67 élevé ou RE

et Her2 positifs. En effet, 30 % des tumeurs Her2 positives

appartiennent au sous-type luminal B. Cependant, 6 % des sous-
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types luminaux B sont RE négatifs et Her2 négatifs, et c’est 1a une

des failles de cette classification.

Image N°11 : profil immuno-histochimique du sous-type luminal B
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Les tumeurs Her2 like ou Her « enrichies » : représentent 15 a 20
% des cancers du sein. Le statut Her2 positif confere une agressivité
biologique et clinique. Ces tumeurs sont caractérisées par une forte
surexpression de plusieurs genes de 1’amplification Her2 et une
négativité des récepteurs hormonaux. Le récepteur Her2 est codé
par le gene Her2 qui est un pro-oncogene situé sur le chromosome
17.Ce sont des tumeurs hautement proliférantes avec un grade
histopronostique ¢élevé et fréquemment des mutations p53. Le profil
immunohistochimique Her2 positif et RE négatif ne correspondent
pas tout a fait au sous-type moléculaire puisque seuls 70 % des
tumeurs Her2 enrichies par puces a ADN surexpriment la protéine
en immunohistochimie. A I’inverse, toutes les tumeurs avec
amplification ou surexpression d’Her2 ne sont pas incluses dans le
cluster Her2 par puces a ADN.

Les tumeurs basal-like : représentent 10 a 20 % des cancers du
sein. Elles sont définies par I’absence d’expression des récepteurs
hormonaux et d’Her2 et le raccourci « triple-négatif » résume
souvent ce sous-groupe. La dénomination triple négatif correspond
a une définition immunohistochimique (RE, RP et Her2 négatifs)
tandis que le sous-type basal-like est défini par un profil
d’expression génique, il est souvent associ€ a un grade
histopronostique €levé et & un mauvais pronostic.

Ces tumeurs expriment fortement les marqueurs myoepithéliaux
(CK de haut poids moléculaire) et/ou le récepteur a I’EGF (Epider-
mal Growth Factor) et/ou cKit). Elles présentent une importante
instabilité génétique. Elles semblent étre plus sensibles a des
molécules provoquant des cassures dans I’ADN (sels de platine,
agents alkylants...) et a celles empéchant la réparation de I’ADN

par recombinaison homologue (inhibiteurs de PARP). Soixante-dix
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pour cent des cancers du sein chez les porteuses de mutations
BRCALI sont triple négatifs, souvent de sous-type basal-like. Parmi
ces tumeurs basales, on retrouve donc les tumeurs avec mutation
BRCAI mais aussi les tumeurs métaplasiques (trés agressives), les
carcinomes médullaires et les carcinomes adénoides kystiques (de
bon pronostic).

Claudin-low : Ces tumeurs sont caractérisées par [’absence
d’expression des marqueurs luminaux, la faible ou absence
d’expression des protéines de jonction et d’adhésion cellulaire (E
Cadhérine, Claudins 3, 4, 7) et par la surexpression des genes de la
réponse immune. Elles sont typiquement triples négatives, ce en
quoi elles se rapprochent du sous-groupe basal-like. L’identification
du sous-type claudin-low permet de générer des hypothéses sur le
développement tumoral. Ce sous-type serait le type tumoral dérivé
des cellules-souches mammaires, alors que les autres tumeurs

basales dériveraient de progéniteurs luminaux aberrants.
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Sous-types Incidences IHC Pronostic

Luminal A 50-60% RE+ et/ou RP+ Bon
HER2 -, K167
bas

Luminal B 15% RE+ et/ou RP+ Intermédiaire
HER?2 -, Ki67
élevé

Basal like 10 —20% RE négatif, RP Péjoratif
négatif, HER2
négatif

HER?2 positif 15-20 % RE négatif, RP Péjoratif

négatif, HER2

surexprimé ou
amplifié

Claudin low 12 - 14% RE négatif, RP Péjoratif
négatif, HER2
négatif

Tableau N°8 : caractéristiques des sous types moléculaires de cancer du sein
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DEUXIEME PARTIE :
NOTRE ETUDE
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1. CADRE DE NOTRE ETUDE

Il s’agit du laboratoire d’Anatomie et Cytologie Pathologiques de 1’Hopital

Principal de Dakar. Les locaux sont répartis comme suit :

- Les locaux pour la technique de macroscopie, d’histologie et de cytologie.
Ces locaux se trouvent mitoyens a ceux du centre de prélévement et de
dons de sang.

- Le bureau du chef de service se trouvant au sein de la Fédérations des
Laboratoires

- Deux bureaux pour les spécialistes et assistant dans les locaux de la

« Résidence » (médecine du personnel).
Le personnel est formé de :

- Du chef de Service

- De 2 médecins spécialistes du Service de Santé des Armées
- Un médecin assistant du Service de Santé des Armées

- 4 techniciens

- Une secrétaire

- Un technicien de surface

2. MATERIELS ET METHODES

2.1.Matériels

L’essentiel du matériel de laboratoire se résume comme suit :
- Une station de macroscopie
- Deux deshydratateurs
- Une station d’enrobage
- Deux microtomes manuels

- Un bain Marie
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- Un automate de coloration

- Un automate de frottis en milieu liquide
- Quatre microscope avec camera

- Quatre ordinateurs de travail

- Un automate d’immunohistochimie

Image N°12 : Automate d’immunohistochimie
Le matériel spécifique a I’'immunohistochimie manuelle s’établit comme suit :

- Réactifs :
o Des anticorps primaires spécifiques aux molécules d’intérét
o Un kit de révélation
o Un chromogéne
-  Tampons :
o Xyleéne
o Bains d’alcool a 70, 80 et 95%
o Peroxyde d’hydrogene (H202)
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o Tris EDTA, tris HCL
o Tween-20
- Autres :
o Des pipettes et un pipet-aid

o Bain-marie

2.2. Méthode

2.2.1. Mode opératoire

L’immunohistochimie est réalisée en premiére intention de maniére automatisée

et en seconde intention de manie€re manuelle.
Dans les détails il faudra :

2.2.1.1 Pour la méthode manuelle

o Le déparaffinage

Apres avoir effectué des coupes de3um (sur les étapes obtenues selon de
technique d’histologie), le ruban issu est mis sur des lames sialinisées puis on
effectue 1’étalonnage de la méme facon que celle de la technique d’histologie.
- Les lames sont mises dans 1’étuve a 37C° durant 24heures pour le
séchage.
- Mettre les lames sur un portoir.
- Transférer les dans le xyléne pendant 20min puis dans 1’éthanol pour
20min selon la concentration décroissante et enfin dans I’eau distillée
pendant Smin.

o Le démasquage

Le démasquage se fait par la chaleur, au bain marie, mais avant tout, la
préparation d’une solution de démasquage est nécessaire pour faire démasquer

I’antigéne. Dans de nombreux cas les Ag tissulaire sont peu ou pas accessibles :
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soit ils sont entourés ou masqués par d’autres molécules, soit ils sont dans une

configuration, non reconnue par I’anticorps. Le traitement par la chaleur entraine

une amélioration du marquage et permet une meilleure révélation.

Le démasquage se fait par plusieurs étapes :

Chauffer le bain marie a 93C°.

Remplir deux bacs par la solution de démasquage 1’une a pH=6, I’autre
pH=9.

Mettre les bacs dans le bain marie.

Transférer le portoir des lames dans la solution de démasquage.

laisser agir pendant 40min.

Retirer le bac du bain marie.

laisser refroidir sur la paillasse pendant 20min.

Mettre les lames salinisées sur dans I’eau distillée pendant 10min, puis
dans le TBS pendant Smin.

o L’immunomarquage

Cette étape est précédée par une préparation d’une chambre humide, afin

d’éviter le séchage de nos fragments .L’immunomarquage comporte, plusieurs

étapes ; on entame le blocage des peroxydases endogenes :

entourer le prélévement par Dako Pen (un stylo de paraffine qui permet de
cercler I’échantillon sur la lame).

Additionner un inhibiteur des peroxydases comme le H202 (peroxyde
d’hydrogene) pendant 10mn, puis le ringage avec 1’eau distillé pendant

Smin, et Smin pour le ringage au TBS.
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- Additionner de I’anticorps primaires (100ul) qui dépend de la nature de
I’ Ag, incuber en chambre noire pendant 30min ou plus selon le temps de
pause de chaque anticorps, on rince les lames avec 1’eau pour Smin, puis
avec le TBS pendant Smin.
- additionner I’anticorps secondaire et incuber en chambre noire pendant
30min, puis 2 ringages (eau, TBS), pendant 10min.
Apres lavage on va établir un systeme de révélation qui se déroule selon les
composants, et les étapes suivantes :
- Ajouter le DAB (50ul) dilué dans un 1ml et laissé agir pendant 10min en
chambre noire, puis le ringage avec (I’eau, TBS) pendant 15min.
Apres on réalise une contre coloration a I’hématoxyline pendant Smin, on fait le
lavage pendant 10 min.
o Montage
Cette étape représente la dernieére phase de préparation des lames. Elle consiste a
poser des lamelles sur des lames pour les protéger et faciliter leur observation au
microscope.
- Récupérer les lames puis les sécher.
- déposer une goutte de kit de montage sur les lamelles, ensuite on met les
lamelles sur les lames délicatement pour éviter les bulles d’air.
- laisser les lames par la suite dans 1’étuve pour le séchage.

o Lecture au microscope

La lecture se fait au microscope optique de préférence au grossissement 40.

2.2.1.2. La méthode automatisée

Elle se fait selon le méme principe que la méthode manuelle. Dans celle-ci
apres confection des lames blanches sur lames de type Superfrost, elles sont
étiquetées avec des code bar imprimées apres sélection sur I’ordinateur relié a
I’automate d’immunohistochimie. Sur cette derniere au préalable, les bacs Ez

Prep, LCS, 2X SSC, Buffer, CC1, CC2 et Option sont remplis. Les lames sont
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placées sur le plateau de ’automate et les différents réactifs (primaires et
secondaires) a leurs emplacements. L’automate est lancé a partir de
I’ordinateur configuré a cet effet. Et ainsi les phases de démasquage et
d’immunomarquage sont effectuées automatiquement. A la fin de cette
opération automatisée qui dure environ deux heures 30 min, les lames sont
retirées du plateau et vont ainsi passer manuellement par les différents bacs :

- Buffer pendant 10 mn

- Eau savonneuse pendant 30 mn

- Les trois bacs d’alcool pendant 5 mn chacun

- Les deux bacs de toluéne pendant 2 mn chacun.

Apres ces €tapes le montage des lamelles peut se faire. La dernicre étape

consistera a la lecture au microscope.

2.2.1.3. Immunomarquage cancers du sein et les lymphomes

Que ce soit pour les cancers du sein et le lymphome la technique reste la méme
en méthode manuelle comme automatisée (décrite en sus). La seule différence
est la sélection des anticorps primaires. Les anticorps secondaires sont les
mémes.
Les anticorps primaires disponibles pour le cancer du sein :

- Confirm anti-ER (SP1)

- Confirm anti-PR (1 E2)

- Ventana anti-HER2/NEU (4B5) rabbit mono

- Confirm anti-KI-67 (30-9) rabbit mono
Les anticorps primaires disponibles pour les lymphomes :

- Cell marque bcl-6

- Confirm anti CD-15 (MMA)

- Confirm anti CD-20 (L26) PAB

- Confirm anti CD-23 (SP23) rabbit monoclon

- Confirm anti CD-3 (2GV6) rabbit monoclon
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- Confirm anti CD-5 (SP19) rabbit mono

- Confirm bcl-2 (5124) Mab

- Confirm anti CD-45 (LCA) (RP2/18) PAB

- Confirm anti-KI-67 (30-9) rabbit mono

- Confirm anti-CD30 (Ber-H2)

- Confirm anti-CD34 (QBend/10) Primary Ant
- Ventana anti-CD10 (SP67)

- Confirm EMA (E29) Mouse mAb

2.2.2. Période et type d’étude

C’est une étude rétrospective sur 7 ans s’€talant entre janvier 2013 et décembre

2019.

2.2.3. Population d’étude

2.2.3.1. Critéres d’inclusion

Etaient inclus dans notre étude tous les prélévements ayant bénéficié d’un

examen immunohistochimique.

2.2.3.2. Taille de ’échantillon

L’¢étude porte sur 187 prélévements.

2.2.4. Variables étudiées

Les variables étudiées sont tous les parametres contenus dans le compte rendu

immuno-histochimique:

- Age

- Sexe

- Latéralité

- Type de prélevement

- Type et grade histologiques
- Profil immunohistochimique
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3. RESULTATS

3.1. Cancer du sein

L’échantillon porte sur un nombre de 136 prélevements de cancer du sein.

3.1.1. Etude descriptive de I’échantillon

3.1.1.1. Répartition des prélevements selon ’année

REPARTITION DES PRELEVEMENTS SELON
L'ANNEE

50
45
40
35
30
25
20

15
10 A
-

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

B REPARTITION DES
PRELEVEMENTS SELON L'ANNEE

Figure N°1 : Répartition des prélevements selon I’année

3.1.1.2. Répartition selon I’age

L’age moyen était de 55,5 ans avec des extrémes allant de 26 a 75 ans. L’¢étude
de la distribution de la population en fonction de I’Age montre une prédominance

des patients agés entre 40 et 49 ans (Figure N°2).
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Figure N°2 : distribution de la population en fonction de 1’age.

3.1.1.3. Répartition selon le sexe

Le sexe féminin était largement prédominant dans la répartition des tumeurs du

sein. Il est dénombré 3 hommes pour 106 femmes soit un sex ratio de 0,028.

3.1.1.4. Selon la latéralité

L’¢étude n’a pas montré de prédilection pour un coté ou un autre (figure N°3).
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Figure N°3 : répartition des tumeurs en fonction de la latéralité

3.1.1.5. Selon le type de prélévement

Les biopsies étaient largement majoritaires représentant plus de 78% des

prélevements suivies des mastectomies avec 12,6% (figure N°4).

TYPE DE PRELEVEMENT

90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00% -
0.00% -

B TYPE DE PRELEVEMENT

Figure N° 4 : Répartition selon le type de prélévements
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3.1.1.6. Selon le type histologique

Le CCI ¢était de loin le type histologique prédominant (figure N°5).

TYPE HISTOLOGIQUE

100.00%
90.00% -
80.00% -
70.00% -
60.00% -
50.00% -
40.00% -
30.00% -
20.00% -
10.00% -

0.00% - ———

B TYPE HISTOLOGIQUE

Figure 5 : répartition selon le type histologique
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3.1.1.7. Le grade SBR

Les tumeurs de grade II SBR se placent en premicre position avec un
pourcentage de 51% des cas, suivies par les tumeurs de grade I a 44%, viennent

ensuite les tumeurs de grade 111 a 5% (Figure N°6).

GRADE SBR

B GRADE |
m GRADE Il
M GRADE III

Figure N°6 : Répartition selon le grade SBR
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3.1.1.8. Profil d’expression des récepteurs hormonaux et HER?2

A T’étude immunohistochimique, les cellules tumorales étaient positives dans
58% pour les récepteurs aux cestrogenes (RE), dans 61% pour les récepteurs a la
progestérone (RP), dans 33% pour ’'HER-2 et 48,52% pour le Ki-67 (Figure
N°7)

POSITIVITE RECEPTEURS

70%

60%

50%

40%

30% ® POSITIVITE RECEPTEURS
20%

10%

0% . . . .
RO RP

HER2 ki-67

Figure N°7 : Répartition selon le profil immunohistochimique
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3.1.2. Etude analytique de I’échantillon

La classification moléculaire du cancer du sein a permis de répartir les cas
¢tudiés selon 4 groupes distincts : 16,91% des tumeurs appartiennent au groupe
luminal A, 16,17% au groupe luminal B, 6,61 % au groupe HER-2, 17,64% au
groupe Basal et 42,64% au groupe NC (Figure N°8).

CLASSIFICATION MOLECULAIRE

45.00%
40.00%

35.00%

30.00%
25.00%

20.00% B CLASSIFICATION MOLECULAIRE

15.00% -
10.00% -
5.00% -
0.00% -

LUMINAL LUMINAL  HER2 BASAL
A B

Figure N° 8 : Répartition des tumeurs selon la classification moléculaire :

classées et non classées

En ne tenant en compte que des «cas classés », nous aurons 29,48% des
tumeurs dans le groupe luminal A, 28,20% au groupe luminal B, 11,53 % au
groupe HER-2, 30,76% au groupe Basal (Figure N°9).
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Figure N° 9 : Répartition des tumeurs selon la classification moléculaire :

classées uniquement

3.1.2.1. Selon P’4ge

La répartition des tumeurs en fonction du type tumoral et en fonction de 1’age

moyen était relativement homogene.

Age et groupe moléculaire
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52
51
50
49
48
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LUMINAL A LUMINAL B HER 2 BASAL

m Age et groupe moléculaire

Figure N° 10 : Répartition des tumeurs selon I’age en fonction du groupe

moléculaire
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3.1.2.2. Selon le grade histologique SBR

Tous les groupes présentent un grade SBR bas et intermédiaire. Le haut grade

n’était présent que dans le type basal (Figure N°11).

80.00%

70.00%
60.00%
50.00%
ESBR1
40.00%
0 HSBR2
30.00% - " SBR3

20.00% -

10.00% -

0.00% -
LUMINAL A LUMINAL B HER2 TRIPLE NEGATIF

Figure N°11 : Répartition des types moléculaires selon le Grade histologique.

3.1.2.3. Profil d’expression des récepteurs hormonaux / HER?2 et

aspects histologiques

L’¢tude de croisement des différents groupes moléculaires avec le type
histologique et le grade histologique SBR montre que le type histologique
carcinome canalaire infiltrant était observé dans 100% des cas dans le luminal
A, 94,11% des cas dans le luminal B, 100% des cas dans le HER2 positif et
86,9% des cas dans le triple négatif.
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3.2.Immunohistochimie des lymphomes

Le nombre d’échantillons traités ¢taient de 51 sous forme de biopsie. Les 33
sont des cancers et les 18 non cancéreux. Nous allons donc porter notre

analyse uniquement sur les prélévements tumoraux.

3.2.1. Résultats épidémiologiques

3.2.1.1. Répartition des préléevements selon I’année

REPARTITION PRELEVEMENTS SELON
L'ANNEE
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Figure N° 12 : Répartition des prélévements selon I’année
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3.2.1.2. Age

TRANCHE D'AGE
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Figure N°13 : répartition des cas selon I’age

Un patient dont I’age n’a pas été¢ déterminé.

La tranche d’age de 40 — 59 ans était prédominante avec 12 cas soit 37,5 %.
L’4ge médian de survenue 42 ans avec des extrémes de 6 et 90 ans.

L’age moyen est de 40.

e Pourle LMNH :
- I’age moyen de survenue est de 44 ans, 1’age médian de 45 ans avec des
extrémes de 6 ans et 90 ans.

- Les tranches d’age s’établissent comme suit :
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Figure N°14 : répartition selon I’age pour les LMNH

e Pour le lymphome de Hodgkin :
- 1’age moyen de survenue est de 46 ans, I’age médian 40,5 ans avec des
extrémes de 23 ans et 80 ans.

- Les tranches d’age s’établissent comme suit :
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Figure N°15 : répartition selon I’age pour le lymphome de Hodgkin
3.2.1.3. Le sexe
Le Sexe masculin représente 60,6% soit un sex-ratio de 1,53.
- Pour les LMNH :
Le sex-ratio est de 1,63 soit 62% d’hommes pour 38% de femmes
- Pour le lymphome de Hodgkin :

Le sex-ratio est de 1 (2 femmes pour 2 hommes)

3.2.2. Localisation de la tumeur

Les lymphomes ganglionnaires sont plus fréquents et représentent 72,7%.
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Figure N°16 : répartition des lymphomes selon la localisation

3.2.3. Répartition histologique et immuno-histochimique des tumeurs

Les lymphomes malins non hodgkiniens sont de loin les plus fréquents.

TYPE HISTOLOGIQUE
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0.00% -

LH LMNH

Figure N°17 : répartition des lymphomes selon le type histologique.



3.2.3.1. Lelymphome de Hodgkin

Sur les 4 cas de lymphome de Hodgkin, il est dénombré 2 cas de lymphome

scléronodulaire et 2 cas de lymphome a prédominance lymphocytaire

3.2.3.2. Lymphomes malins non hodgkiniens

Prédominance des lymphomes B avec 18 cas soit 62 %.

SOUS-TYPES HISTOLOGIQUES

B LYMPHOME B
B LYMPHOMET

Figure N°18 : Répartition des lymphomes non hodgkiniens aprés

immunohistochimie

3.2.3.2.1. Sous-types histologiques des LNH a cellules B :

Pour les lymphomes B le sous type histologique le plus fréquent est le

lymphome B a grandes cellules (DLBCL) avec 8 cas suivi du lymphome du
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manteau avec 3 cas. Le LLC enregistre 2 cas. Le lymphome lymphocytique 2

cas et le lymphome SAI 3 cas.

LMNH B

m DLBCL

B L MANTEAU

M L LYMPHOCYTIQUE
mLLC

m SAl

Figure N°19 : répartition des LMNH B aprés immunohistochimie.

3.2.3.2.2. Sous-types histologiques des LMNH type T

Pour les lymphomes T nous avons 6 cas de lymphome PTCL, 2 cas de

lymphome T immunoblastique, 3 cas de lymphome T SAIL
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Figure N°20 : répartition des LMNH T aprés immunohistochimie.
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3.3.Les autres entités pathologiques

3.3.1. Cas de plasmocytome gastrique

Il s’agit d’une femme de 29 ans présentant une tumeur gastrique. La
biopsie a été effectuée et I’étude immuno-histochimique utilisant les
marqueurs CD138 (forte expression ++), anti CD 99 (absence de
marquage), anti-lambda (marquage diffus), anti-kappa (absence

d’expression).

3.3.2. Carcinome malpighien parapharyngé

Il s’agit d’un garcon de 14 ans dont le bloc de paraffine nous a été
adressé. L’indication est une tumeur parapharyngée droite avec
extension au cavum avec adénopathies locorégionales. L’examen

immuno-histochimique avec 1’anti Pan-keratin est positif.

3.3.3. Léiomyosarcome rénal

Patiente de 54 ans ayant bénéficié d’une néphrectomie élargie +
curage ganglionnaire latéro-aortique. A I’examen
immunohistochimique les cellules tumorales exprimaient fortement la
desmine (anti-desmin (DE-R-11) (+++) et I’actine muscle lisse (anti-
actin, muscle (HUC1-1) (+++).

Le S100 et I’Anti-Myogen étaient négatifs.
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4. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

4.1.CANCER SEIN

4.1.1. Données sociodémographiques

4.1.1.1. Age:

Dans notre cohorte I’age moyen des patients est de 55,5 ans. Il est plus élevé que
celui d’Aboutajdine [9] 49 ans, plus proche de celui de Coulibaly Z. [4]
50,4 ans et inferieur a celui de Berman|[15] ou il est de 59,8 ans. Le cancer du
sein survient en général chez des femmes jeunes, d’age moyen entre 42 et 53 ans
selon les régions[16].

Nous avons eu des extrémes de 26 et 75 ans. Ils sont de 19 et 85 ans dans
I’étude d’Aboutajdine [9] et de 16 et 85 ans dans 1’é¢tude de Coulibaly Z. [4].
La tranche d’age de 40-49 ans reste la plus touchée dans les deux cohortes, la
notre et celle d’ Aboutajdine [9]

4.1.1.2. Sexe
Notre étude a montré comme dans celle de Diop au Sénégal [17], Togo au Mali

[18] et Wu en Chine [19] une nette prédominance féminine proche des 100%.

120

100

80 -
® NOTRE ETUDE

60 - mDIOP
mTOGO

40 - m WU

20 A

0 . ; | —__|
FEMMES HOMMES

Figure N°21 : Etude comparative sex-ratio
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4.1.2. Latéralité

Pour la latéralité nous n’avons pas trouvé de tendance. Dans notre cohorte les
deux seins sont touchés avec la méme fréquence. Le sein droit est prédominant

dans I’é¢tude de Diop [17] et le sein gauche dans celle d’Essiben [20]

70%

60%

50%

40% -

B NOTRE ETUDE

mDIOP
30% -

= ESSIBEN

20% -

10% -

0% -
DROITE GAUCHE BILATERAL

Figure N°22 : Etude comparative selon la latéralité

4.1.3. Type histologique

Le carcinome canalaire infiltrant est largement prédominant dans notre série et
celle de Coulibaly Z. [3] et Abass au Maroc [21] . Ces données concordent

avec celles de la littérature [22, 23].
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Figure N°23 : Etude comparative selon le type histologique.

4.1.4. Le grade SBR

Dans notre étude et celles d’ Aboutajdine au Maroc [9] et Essiben au Cameroun
[20] le grade SBR II est prédominant avec respectivement 51, 50, 61 et 76,9%.

Dans notre cohorte et celle d’Essiben le grade SBR I vient en deuxi¢me

position. Aboutajdine trouve en deuxieme position le grade SBR III.
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Figure N°24 : Etude comparative selon le grade SBR

4.1.5. Données immunohistochimiques

4.1.5.1. Profil d’expression des récepteurs hormonaux et HER?2

A T’étude immuno-histochimique, les cellules tumorales étaient positives dans
58% pour les récepteurs aux cestrogenes (RE), dans 61% pour les récepteurs a la
progestérone (RP), dans 33% pour ’'HER-2 et 48,52% pour le Ki-67. Ces
chiffres sont assez proches de ceux de Coulibaly Z. [4], ceux d’Aboutajdine

[9] et Laurent en France [24].
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Figure N°25 : Etude comparative selon la positivité des récepteurs hormonaux

et HER2

4.1.5.2 Répartition des tumeurs selon la classification

moléculaire

Notre étude est discordante par rapport a celle d’Aboutajdine [9] . Elle montre
le type basal ou triple négatif en premiere position suivi du luminal A, du
luminal B et de HER2 positif. Aboutajdine montre en premicre position le

luminal A suivi du luminal B, de HER2 puis du basal.

Ahmadaye [25] montre en premiere position le luminal A suivi du basal, puis
du luminal B et de HER2 positif. Et comme Ahmadaye nous avons un fort taux

de « NC ».

Dans la littérature le triple négatif ou basal représente 10% des cancers du sein
[26]. Dans certaines séries comme celle de Rapiti [27] en Genéve, ce

pourcentage est de 7,41%. Dans notre série le taux de triple négatif est nettement
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plus élevé, il est de 30,76%. Le luminal A, le luminal B et le HER2 représentent
respectivement 29,48, 28,2 et 11,53%.

Carey LA [28] et al. ont montré que la prévalence du phénotype luminal A

varie de 54 a 74% des cas.

Al tamimi et al. [29] ont montré dans une série de 231 cas que le phénotype
luminal B représente 16,0% des cas et le HER2 17,3%, des chiffres toujours

discordants avec les notres.
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Figure N°26 : Etude comparative selon le groupe moléculaire.

4.1.5.3. Répartition des tumeurs selon I’dge en fonction du

groupe moléculaire

Les ages trouvés sont plus ou moins similaires selon les groupes moléculaires.
La différence n’est marquante que pour le groupe HER 2 ou notre moyenne

d’age est de 53 ans contre 45 ans pour Aboutajdine [9]
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Figure N°27 : Etude comparative selon 1’age et le groupe moléculaire.

4.1.5.3 Répartition selon le groupe moléculaire et le grade
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Figure N°28 : Répartition des types moléculaires selon le grade histologique.
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Dans I’étude de Ahmadaye [25] le luminal A est caractérisé par un bas grade
(60,0% de grade I), le luminal B par un grade moyen (14,3% de grade 1I), le
type HER2 positif et le triple négatif sont caractérisés par un grade histologique
éleve, respectivement 8,5% et 17,9% de grade III. Cette étude est en accord avec
les données de la littérature. Par contre dans notre cohorte, le luminal A est
caractéris€¢ par un grade moyen 63,15% de grade 2, le luminal B par un bas
grade 60% de grade I, HER2 75% de grade 2 et le triple négatif 43,75% de
grade 2. Le grade 3 n’est retrouvé que dans le triple négatif (18,75%). Ces
resultats suggérent soit un probléme dans 1’établissement du grade SBR par les
pathologistes, soit une absence de corrélation entre le grade SBR et la

classification moléculaire des cancers du sein.

4.1.5.4. Profil d’expression des récepteurs hormonaux et

HER?2 et aspects histologiques

Dans notre série le CCI type NOS est prédominant avec au moins 80% dans tous
les groupes moléculaires. Dans celle d’Ahmadaye [25] ceci n’est pas le cas, les

pourcentages varient de 7,7 a 44,4%.
Ceci suggere pour notre étude :

- d’une part que ces chiffres reflétent la réalité ou
- d’autre part que le diagnostic morphologique ne soit pas trop poussé pour

la spécification.
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Figure N°29 : Carcinome canalaire infiltrant de type NOS et groupe moléculaire
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42. LYMPHOMES

4.2.1. Résultats épidémiologiques

4.2.1.1. Age:

Dans notre étude, 1’age moyen des patients pour tout type de lymphome était de
40 ans avec un age médian de 42 ans. Les extrémes ¢étaient de 6 et 90ans. Dans
celle de Coulibaly A. [S] . L’age moyen est de. 44 ans avec un age médian de
46 ans. Les extrémes d’age ¢taient de 20 et 78 ans. Pour celui de Kanté a
Bamako (Mali) en 2013 la moyenne d’age ¢tait de 44,5 ans avec des extrémes

de 18 et 70 ans [30]
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Figure 30 : 4ge moyen et médian dans les lymphomes

Pour les LNH, I’age moyen de survenue est de 44 ans, 1’dge médian 45 ans avec
des extrémes de 6 ans et 90 ans. Dans I’étude de A. Coulibaly [5] 1’age variait
de 20 et 78 ans avec une moyenne d’age de 46,34 ans et I’age médian était de 47
ans. Les valeurs rapportées par Tchonko a Bamako (Mali) en 2006 sont pour

I’age moyen de 30,76 ans avec un age médian de 28,50 ans [31].
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Nos données sont trés proches de celles de Coulibaly et assez differentes de

celles de Tchonko.
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Figure 31 : 4ge moyen et médian dans les LMNH

Pour les LH, I’age moyen de survenue est de 46 ans avec des extrémes de 23
ans et 80 ans, ’age médian de 40,5 ans. Dans celle de A. Coulibaly [5] il
variait entre 20 et 40 ans avec une moyenne d’age de 21 ans et un 4ge médian de
20 ans. L’étude de Tchonko a trouvé un age moyen de 25,63 ans et un age

médian de 20,50 ans [31]
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Figure 32 : 4ge moyen et médian dans les LH

Nos données sont superposables a celles de la littérature ou une prédominance
chez I’adulte jeune a été rapportée surtout pour les LNH, mais les LH ont deux

pics de fréquence 20 a 30 ans et au-dela de 60 ans [32, 33] . Nos chiffres

différent du constat général car cela peut s’expliquer par notre faible échantillon.
4.2.1.2. Sexe:

Dans notre étude, le sexe masculin était majoritaire avec 60,6 %, le sex ratio est
de 1,53. Ce résultat est assez comparable a celui de Coulibaly A. [5] et
Tchonko [31]. Dans cette cohorte, le sexe masculin était majoritaire avec 67%

et un sex ratio €gal a 2. Tchonko a trouvé un sex-ratio égal a 1,9 avec 65%

d’hommes [31].

Notre analyse a trouvé un sex-ratio respectivement égale a 1 et 1,63 pour les LH

et les LNH

Coulibaly A. [5] a trouvé un sex-ratio respectivement égal a 0,5 et 2,33 pour les

LH et les LNH.
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Nos valeurs se rapprochent beaucoup plus a ceux de Kanté qui a trouvé 1 pour

le LH [30].

N’gassa a trouvé a Bamako (Mali) en 2006 un sex-ratio égal a 1,52 pour les

LNH [33].

4.2.2. SIEGE DES LYMPHOMES

Parmi les localisations, [D’atteinte ganglionnaire ¢était majoritaire avec
72,7%.Quatre cas diagnostiqués au niveau digestif, trois au niveau de la peau, un
au niveau maxillaire et un au niveau du cavum.

Dans I’étude de Coulibaly A. [5], ’atteinte ganglionnaire était majoritaire avec
66,7%.

Nos données correspondent avec celles de la littérature ou une prédominance de
la localisation ganglionnaire a été rapportée. Seul un quart des lymphomes sont

extra-ganglionnaires [32].

4.2.3. DONNEES HISTOLOGIQUES ET
IMMUNOHISTOCHIMIQUES
4.2.3.1. TYPES HISTOLOGIQUES LYMPHOMES

Parmi les 33 cas de lymphomes, il y’avait une nette prédominance des LNH
avec 29 cas soit 87,8 % contre 4 cas de LH soit 12,1%. Ceci est comparable aux
résultats de Coulibaly A. [5]. Qui avait une nette prédominance des LNH avec
30 cas soit 90,9% contre 3 cas de LH soit 9,1%. Il est comparable aussi aux
résultats de Kanté et de Tchonko qui ont trouvé respectivement 80% et 74,6%
des LNH [30, 31].

En rapport avec la littérature, nos données se rapprochent puisque les LH ne

représentent que 15% des lymphomes contre 85% pour les LNH [32].
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Figure N°33 : comparaison sous-types histologiques lymphomes

4.2.3.2. SOUS-TYPES DE LYMPHOMES NON
HODGKINIENS

Dans notre étude, les LNH a cellules B étaient au premier rang avec 18 cas soit

62 % pendant que les LNH a cellules T représentaient 11 cas soit 38 %.

Dans la cohorte de Coulibaly A [5], les LNH a cellules B étaient au premier
rang avec 22 cas soit 73,3% pendant que les LNH a cellules T ne représentaient

que 8 cas seulement soit 26,7%.
Nos proportions sont comparables aux données de la littérature qui a trouvé que

les LNHB représentent 70% des LNH. Les LNHT représentent 10% des LNH

dans les régions occidentales [32].
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Figure N°34 : comparaison immuno-histochimique des lymphomes

4.2.3.3. SOUS-TYPES HISTOLOGIQUES DES LNH TYPE B

Parmi les 18 cas de LNH a cellules B diagnostiqués, nous avons noté une
prédominance des DLBCL avec 8 cas soit 44,4% suivi du lymphome a cellules
du manteau et du lymphome non spécifique avec respectivement 3 cas soit
16,6% chacun. La LLC et le lymphome lymphocytique en derniére position avec
deux cas chacun soit 11,1% .Nos résultats sont similaires a ceux de Thierry et
al et un peu différent de ceux de Kanté qui ont trouvé respectivement que les
DLBCL représentaient entre 30 a 40% et 90% des lymphomes ; mais par contre

Kanté a trouvé une fréquence inférieure de la LLC a 10% [30, 34 ].

Nos résultats différent de ceux de Coulibaly A. [S] qui parmi les 22 cas de
LNH a cellules B diagnostiqués, a noté une prédominance de la LLC et des
DLBCL avec 18,2% chacun suivi des DLBCL immunoblastiques (CD138+,
CD44+ , CD38+/-, TCL1+, BCL2+) avec 13,6%.
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4.2.3.4. SOUS-TYPES HISTOLOGIQUES DES LNHTYPE T

Le PTCL était majoritaire avec un effectif de 54,4% contre 18,1% de lymphome
lymphoblastique T et 27,2 % de lymphome T NS. Cette fréquence est différente
de celle de Kanté qui a trouvé soit 33,3% de PTCL [30] et Coulibaly A. [5]
75%. Pour le lymphome lymphoblastique T Coulibaly avait un pourcentage de
25%.

4.2.3.5. SOUS-TYPES HISTOLOGIQUES DES LH APRES
IMMUNOHISTOCHIMIE

Dans notre échantillon il n’y avait que 4 cas de LH (2 LH scléronodulaire et 2
LH a prédominance lymphocytaire) avec une fréquence identique de 50 %.

Le type scléro-nodulaire avec une fréquence de 50% est identique a celui de
Kikkeri et al qui ont trouvé 53% [35] et supérieur a celui de CoulibalyA. [5]
et Kanté [30] avec un pourcentage de 33,3%.

Dans I’é¢tude de Coulibaly il n’a pas ét¢ trouvé de forme a prédominance
lymphocytaire. Les formes a cellularit¢é mixte et a déplétion lymphocytaire

représentaient respectivement 33,3%.

4.3. Les autres entités pathologiques

4.3.1. Cas du plasmocvtome gastrique

Dans notre étude, il s’agit d’une femme de 29 ans présentant une tumeur
gastrique. La biopsie a été effectuée et I’étude immuno-histochimique utilisant
les marqueurs CD138 (forte expression ++), anti CD 99 (absence de marquage),
anti-lambda (marquage diffus), anti-kappa (absence d’expression).

Dans I’étude de A. Hot [36] il s’agissait d’un patient de 80 ans présentant
une tumeur ulcéro-bourgeonnante de 1’antre. Le diagnostic a été confirmé par
I’histologie et 'immunohistochimie. Les cellules tumorales exprimaient toutes

le CD79 et une chaine légere kappa et les anticorps anti-EMA étaient positifs.
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4.3.2. Cas du léiomyosarcome rénal

Patiente de 54 ans ayant bénéficié d’une néphrectomie ¢largie + curage
ganglionnaire latéro-aortique. A I’examen immunohistochimique les cellules
tumorales exprimaient fortement la desmine (anti-desmin (DE-R-11) (+++) et
I’actine muscle lisse (anti-actin, muscle (HUCI1-1) (+++).

Le S100 et I’Anti-Myogen étaient négatifs.

Les sarcomes primitifs du rein sont exceptionnels. Ils représentent 1 a 3%
des tumeurs du rein chez 1’adulte. Il est noté une centaine de cas dans la
littérature [37].

Les cellules expriment généralement la vimentine, I’AML et Desmine. La

CK + dans 25% des cas [38, 39].
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Conclusion :

L’immunohistochimie est une aide au diagnostic considérable en anatomie
pathologique. Pour certaines tumeurs, elle est méme indispensable. Le
laboratoire d’Anatomie et Cytologie Pathologiques de HPD a commencé a la
pratiquer depuis plus de 7 ans.

L’objectif de notre ¢tude sera de dresser les statistiques sur 7 ans de pratique et

de comparer nos données a celles de la littérature.

L’¢étude incluait 187 préleévements dont 136 pour le sein et 51 pour suspicion de
lymphomes. Tous ces prélevements ont pu bénéficier d’une étude
immunohistochimique soit par la méthode automatisée ou manuelle. Les
variables €tudiés étaient 1’age, le sexe, la latéralité, le type de prélévements, le

type, le grade histologique et le profil immunohistochimique.

Pour le cancer du sein, I’age moyen des patients était de 55,5 ans avec des
extrémes allant de 26 a 75 ans. La tranche d’age la plus touchée était celle de
40-49 ans. Le sexe féminin était largement prédominant dans la répartition des
tumeurs du sein. Pour la latéralité, 1’étude n’a pas montré de prédilection pour
un coté ou un autre. Les prélévements concernaient majoritairement les biopsies.
Le CCI de type NOS était de loin le type histologique prédominant. Les tumeurs
de grade II SBR se placent en premicre position avec un pourcentage de 51%
des cas, suivies par les tumeurs de grade I a 44%, viennent ensuite les tumeurs
de grade III a 5%. A I’étude immunohistochimique, les cellules tumorales
¢taient positives dans 58% pour les récepteurs aux oestrogénes (RE), dans 61%
pour les récepteurs a la progestérone (RP), dans 33% pour ’HER-2 et dans
48,52% pour le Ki-67. La classification moléculaire a permis de répartir les cas
¢tudiés selon 4 groupes distincts : 16,91% des tumeurs appartiennent au groupe
luminal A, 16,17% au groupe luminal B, 6,61 % au groupe HER-2, 17,64% au
groupe Basal et 42,64% au groupe NC. En ne tenant en compte que des « cas

classés », nous aurons 29,48% des tumeurs dans le groupe luminal A, 28,20% au
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groupe luminal B, 11,53 % au groupe HER-2, 30,76% au groupe Basal. Pour ce
qui est du grade nucléaire, tous les groupes présentent un grade SBR bas et

intermédiaire. Le haut grade n’était présent que dans le type basal.

Pour les prélévements adressés pour suspicion de lymphome, 33 se sont révélés
« positifs » et 18 « négatifs ». La tranche d’age la plus touchée était celle de 40-
59 ans. L’age médian de survenue était de 42 ans avec des extrémes de 6 et 90
ans. L’age moyen est de 40. Le sex-ratio était de 1,53. Les lymphomes
ganglionnaires sont plus fréquents et représentent 72,7%. Apres étude immuno-
histochimiques les lymphomes malins non hodgkiniens se sont avérés étre de
loin les plus fréquents. Sur les 4 cas de lymphome de Hodgkin, il est dénombré
2 cas de lymphome scléronodulaire et 2 cas de lymphome a prédominance

lymphocytaire. Il a été noté une prédominance des lymphomes B (62%).

Pour les lymphomes B le sous type histologique le plus fréquent est le
lymphome B a grandes cellules (DLBCL) avec 8 cas suivi du lymphome du
manteau et le lymphome SAI avec respectivement 3 cas. Le LLC enregistre 2
cas. Le lymphome lymphocytique 2 cas. Pour les lymphomes T nous avons 6
cas de lymphome PTCL, 3 cas de lymphome T SAI et 2 cas de lymphome T

immunoblastique.
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Recommandations

- Au niveau du personnel :

o Renforcer la formation du personnel (techniciens et médecins)

o Respecter les différentes étapes de I’immunohistochimie pour la
fiabilité des résultats.

o Mettre en place un registre spécial pour les tests
immunohistochimiques. Ceci facilitera les dépouillements car ce
domaine nécessitera encore d’autres études beaucoup plus
poussees.

- Au niveau de la Direction de ’HPD :

o faire une plaidoirie pour un approvisionnement régulier en réactifs

en vue d’éviter les ruptures.

- Pour les autres structures sanitaires (laboratoires d’ACP) :

o Mettre I’accent sur la qualité des blocs envoyés (échantillons

représentatifs, fixateurs utilisés pour les prélévements ...).
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EXPERIENCE DU LABORATOIRE D’ANATOMIE ET CYTOLOGIE
PATHOLOGIQUES DE L’HPD SUR LA PRATIQUE DE
L’IMMUNOHISTOCHIMIE SUR UNE PERIODE DE O7 ANS

RESUME

Introduction : I’immunohistochimie constitue une aide diagnostic considérable voire indispensable en
oncologie. Elle permet également, particuliérement dans les cancers du sein, 1’évaluation du pronostic. Cette
¢tude que nous avons menée concerne majoritairement les lymphomes et les cancers du sein. Elle a permis
de dresser les statistiques et comparer nos données a d’autres dans la littérature.

Matériels et méthodes : Notre étude s’étale sur une durée de 07 ans et porte sur 187 prélévements. Les
paramétres étudiés sont ceux inscrits dans le compte rendu immunohistochimique.

Résultats :

Pour le cancer du sein (136 prélévements), I’age moyen des patients était de 55,5 ans avec des extrémes
allant de 26 a 75 ans. La tranche d’age la plus touchée était celle de 40-49 ans. Le sexe féminin était
largement prédominant dans la répartition des tumeurs du sein. Pour la latéralité, I’étude n’a pas montré de
prédilection pour un coté ou un autre. Les prélévements concernaient majoritairement les biopsies. Le CCI de
type NOS était de loin le type histologique prédominant. Les tumeurs de grade II SBR se placent en premiére
position avec un pourcentage de 51% des cas, suivies par les tumeurs de grade I a 44%, viennent ensuite les
tumeurs de grade III a 5%. A 1’étude immunohistochimique, les cellules tumorales étaient positives dans
58% pour les récepteurs aux cestrogénes (RE), dans 61% pour les récepteurs a la progestérone (RP), dans
33% pour ’HER-2 et dans 48,52% pour le Ki-67. La classification moléculaire a permis de répartir les cas
étudiés selon 4 groupes distincts : 16,91% des tumeurs appartiennent au groupe luminal A, 16,17% au
groupe luminal B, 6,61 % au groupe HER-2, 17,64% au groupe Basal et 42,64% au groupe NC. En ne tenant
en compte que des « cas classés », nous aurons 29,48% des tumeurs dans le groupe luminal A, 28,20% au
groupe luminal B, 11,53 % au groupe HER-2, 30,76% au groupe Basal. Pour ce qui est du grade nucléaire,
tous les groupes présentent un grade SBR bas et intermédiaire. Le haut grade n’était présent que dans le type
basal.

Pour les prélevements adressés pour suspicion de lymphome, 33 se sont révélés « positifs » et 18
« négatifs ». La tranche d’age la plus touchée était celle de 40-59 ans. L’age médian de survenue était de 42
ans avec des extrémes de 6 et 90 ans. L’age moyen est de 40. Le sex-ratio était de 1,53. Les lymphomes
ganglionnaires sont plus fréquents et représentent 72,7%. Aprés étude immuno-histochimiques les
lymphomes malins non hodgkiniens se sont avérés étre de loin les plus fréquents. Sur les 4 cas de lymphome
de Hodgkin, il est dénombré 2 cas de lymphome scléronodulaire et 2 cas de lymphome a prédominance
lymphocytaire. Il a été noté une prédominance des lymphomes B (62%). Pour ces derniers, le sous type
histologique le plus fréquent est le lymphome B a grandes cellules (DLBCL) avec 8 cas suivi du lymphome
du manteau et le lymphome SAI avec respectivement 3 cas. Le LLC enregistre 2 cas. Le lymphome
lymphocytique 2 cas. Pour les lymphomes T nous avons 6 cas de lymphome PTCL, 3 cas de lymphome T
SAl et 2 cas de lymphome T immunoblastique.

Conclusion : Au Sénégal comme partout ailleurs, la pratique de I’immunohistochimie dans les laboratoires
d’Anatomie et Cytologie Pathologiques s’avere étre une nécessité impérieuse. Une prise en charge correcte
des cas de cancer passera infailliblement par un relévement du plateau technique qui sera constitué entre
autres du matériel d’immunohistochimie. Cela constituera la premicre étape, et la deuxiéme sera une
formation du personnel, pathologiste et technicien.

Mots clés : immunohistochimie, anatomie et cytologie pathologiques, cancers du sein, lymphome.
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