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LISTE DES ABREVIATIONS :

ADK : adénocarcinome

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

CBNPC : carcinome broncho-pulmonaire non a petites cellules

CE : carcinome épidermoide

CPC : carcinome a petites cellules

EMA : epithelial membrane antigen= antigeéne épithélial de membrane
HES: hématoxyline éosine safran

HGF : Hepatocyte Growth Factor=facteur de croissance hépatocytaire
HIF: hypoxia inducible factor

IASLC : International Association for the Study of Lung Cancer
LOH : loss of heterozygosity=perte d’hétérozygotie

OMS : organisation mondiale de la santé

TEM : transition épithélio-mésenchymateuse
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INTRODUCTION

Les carcinomes sarcomatoides primitifs pulmonaires sont des tumeurs rares, représentant
0,3% a 3% des cancers primitifs pulmonaires (1-6). En 2004, I’OMS définit dans sa
classification une nouvelle entité, le carcinome sarcomatoide, comme « toute prolifération
capable d’offrir de fagon permanente des aspects morphologiques de transition épithélio-
mésenchymateuse ». Le terme carcinome sarcomatoide est générique, il inclut diverses entités :
le carcinome pléomorphe, le carcinome a cellules fusiformes, le carcinome a cellules géantes, le
carcinosarcome et le pneumoblastome. La grande majorité de ces tumeurs peuvent étre classées
sur leur simple aspect histologique en coloration standard (HES), bien que I’étude immuno-
histochimique puisse parfois se révéler utile. Le diagnostic de carcinome sarcomatoide peut étre
suggéré sur biopsie mais jamais affirmé : en effet, ces tumeurs étant trés hétérogenes, il est
nécessaire de poser ce diagnostic apres échantillonnage tres large de la piece opératoire. Le
diagnostic de carcinome sarcomatoide serait méconnu en préopératoire dans prés de 60 % des
cas (1, 5 ,7-9). I est nécessaire de reconnaitre cette entit¢ dont le pronostic est péjoratif,

notamment du fait d’une chimio sensibilité réduite (4).

Les mécanismes de carcinogénése ont été longtemps débattus. La these actuelle propose
que les carcinomes sarcomatoides dérivent de cellules souches pluri-potentes, capables d’une
différenciation carcinomateuse et d’une différenciation sarcomateuse. Plusieurs études de
biologie moléculaire vont dans le sens de cette hypotheése. La meilleure caractérisation de ces
tumeurs sur le plan morphologique, immuno-histochimique et moléculaire pourrait permettre de

proposer une nouvelle classification en relation avec les possibilités thérapeutiques disponibles.
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1. Rappel sur les carcinomes sarcomatoides

1.1.  Présentation clinique et radiologique

1.1.1. Présentation clinique

La plupart des carcinomes sarcomatoides surviennent chez le sujet adgé, avec un age
médian de 60 a 70 ans (valeurs extrémes de 30 a 85 ans) et une prédominance masculine
marquée (le sex ratio atteint presque 4 hommes pour une femme). Les facteurs étiologiques sont
les méme que pour les carcinomes pulmonaires primitifs, le tabac étant le facteur principal. Plus
de 90% des patients atteints de carcinome pléomorphe sont de gros fumeurs ou ex- gros fumeurs
(2, 4,6,1-16). Quelques cas en rapport avec une exposition a I’amiante ont été rapportés (1, 5,
17,18). Les données cliniques relatives aux cas de carcinomes sarcomatoides concernent tres
majoritairement des patients pris en charge chirurgicalement, alors que les patients diagnostiqués
a un stade clinique avancé sont rarement opérés et font 1’objet de peu d’études. Ceci s’explique
par le fait que le diagnostic histologique de carcinomes sarcomatoides ne peut étre formellement
posé sur un échantillon de petite taille (biopsie, cytologie). Ainsi, les patients atteints de

carcinome sarcomatoide sont sous-diagnostiqués en cas de stade avancé.

Par rapport aux autres carcinomes bronchiques non a petites cellules (CBNPC), on note
une proportion importante de patients symptomatiques au diagnostic. Les symptomes dépendent
de la localisation de la tumeur. Pour les tumeurs proximales, on décrit toux, hémoptysie (dans
50% des cas), dyspnée progressive ou pneumopathie a répétition du fait de 1’obstruction
bronchique, alors que pour les tumeurs périphériques, la douleur thoracique signe un
envahissement pleural ou pariétal, fréquemment décrit, notamment dans les carcinomes
sarcomatoides de sous type pléomorphe (invasion de la paroi thoracique dans plus de 25% des

cas). (5, 8, 14, 19-21).
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1.1.2. Présentation radiologique

Au plan radiologique, les carcinomes sarcomatoides ont une présentation presque
similaire aux autres carcinomes bronchiques non a petites cellules. Ils peuvent étre centraux ou
périphériques. Ils se présentent souvent sous la forme d’une Iésion unique, volumineuse, de 4 a 5
cm de diametre. Si une prédilection pour les lobes supérieurs a été décrite dans certaines études
(5), cette donnée n’est pas toujours validée. Le stade histo-pathologique est en général d’emblée
avancé avec une proportion importante d’invasion pleurale, pariétale et/ou vasculaire (40-70%

des cas) (1, 5,9, 14, 21).

1.2.  Eléments pronostiques, modalités thérapeutiques

1.2.1. Pronostic

Les carcinomes pléomorphes sont des tumeurs agressives avec une survie faible (médiane
variant de 5 & 35 mois selon les études) (4). La plupart des études menées montrent que les
carcinomes sarcomatoides sont de pronostic péjoratif, inférieur a celui des CBNPC, mais ceci
n’est pas toujours retrouvé (22). Les sites métastatiques sont les méme que dans les cancers
bronchiques non a petites cellules (cerveau, os, foie), mais il a aussi été¢ décrit des sites
inhabituels comme 1’cesophage, le jéjunum, le rectum, le péritoine, le tissu sous-cutané, ou le

rein (1, 2, 5, 23-25).

En général, le stade au diagnostic est identique a celui des CBNPC. Pour les blastomes et
les carcinosarcomes, la résection chirurgicale est le traitement de référence. Le taux de
récurrence apres chirurgie pour les pneumoblastomes est de 43%, avec une médiane de survie de

33% a2 ans et 16% a 5 ans.

En ce qui concerne les carcinosarcomes, le taux de survie a 5 ans est de 23% avec une

médiane de survie de 9 a 12 mois.

Dans les séries publices, la répartition des stades tumoraux au diagnostic est identique a

celle des autres CBNPC. (5, 4, 9, 26, 27).

La croissance tumorale des carcinomes sarcomatoides est rapide (7, 21, 28), avec une
médiane de survie sans récidive courte, comprise entre 6 et 8 mois. Les récidives locales sont

rares (15 % de I’ensemble des récidives) et fréquemment systémiques survenant chez plus de
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60% des patients opérés. La survie globale médiane est comprise entre 6 et 20 mois, avec une

survie a 5 ans inférieure a 10-20 % (1, 2, 4, 9, 21, 25, 26, 29-31).

Les principaux facteurs pronostiques identifiés sont la taille tumorale, le stade, et
I’envahissement ganglionnaire médiastinal. Dans une série de 70 cas de carcinomes
pléomorphes, le sous-type histologique éEpithélial prédominant (adénocarcinome, carcinome
épidermoide ou carcinome a grandes cellules) n’était pas un facteur pronostique significatif. Ceci
suggeére que le mauvais pronostic de ces tumeurs est attribuable a la présence du contingent
sarcomatoide. L’analyse multi variée montre que la nécrose massive, I’invasion lymphatique et

le stade avancé sont des facteurs pronostiques indépendants (10).

Dans une grande série de 1’International Adjuvant Lung Cancer Trial (IALT) concernant
1876 patients porteurs de CBNPC dont le suivi clinique médian atteignait 7.5 ans, la seule
donnée anatomopathologique corrélée de maniere significative avec un mauvais pronostic en
analyse multi variée était la présence d’un contingent sarcomatoide. Par ailleurs, la présence d’un
abondant infiltrat lymphocytaire au sein du stroma tumoral était significativement corrélée avec

un bon pronostic (32).

1.2.2. Thérapeutique

Les principes de traitement sont les mémes que ceux des autres CBNPC.

Stades précoces

La plupart des séries rapportées dans la littérature sont des séries chirurgicales. La
chirurgie permet un contrdle local satisfaisant, similaire a celui des autres CBNPC (1, 5, 6, 9,
15, 27). Le rble des traitements adjuvants, radiothérapie ou chimiothérapie, est difficile a
évaluer du fait de 1’absence de série prospective contrdlée. La survie globale reste plus
défavorable que pour les carcinomes bronchiques non a petites cellules classiques, méme

apres traitement adjuvant.

Dans une série japonaise comparant la survie de patients traités par chirurgie (9
patients) versus chimiothérapie ou radiothérapie (8 patients), la survie des patients opérés était
significativement augmentée par rapport aux patients non opérés (p=0.0096). Néanmoins les
groupes n’étaient pas comparable : les stades des patients opérés étaient moins avancés que

les patients ayant recu de la chimiothérapie ou de la radiothérapie (32).
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Stades métastatiques

Les agents cytotoxiques rapportés comme ayant été utilisés en cas de carcinome
sarcomatoide métastatique sont identiques a ceux utilisés pour les carcinomes non a petites
cellules (associations a base de sels de platine) (33): -carboplatine/paclitaxel et
carboplatine/docetaxel en premiere ligne, gemcitabine/vinorelbine en seconde ligne, gefitinib en
troisiéme ligne. Aucune réponse, méme partielle n’a été rapportée. Des cas d’utilisation de
I’association adriamycine/cyclophosphamide/vincristine, avec un rationnel basé sur I’obtention
d’une cytotoxicité a la fois sur le composant épithélial et pseudosarcomateux, ont été publiés.

Les taux de contrdle tumoral restent faibles (12, 14, 15).

1.3.  Présentation anatomopathologique

1.3.1. Caractéristiques macroscopiques

Macroscopiquement, les tumeurs périphériques sont souvent supérieures a Scm, bien
délimitées, non encapsulées, a tranche de section gris-jaune, chair de poisson, mucoide ou
hémorragique. La nécrose est fréquente. Les tumeurs proximales sont souvent endobronchiques,
sessiles ou pédiculées, souvent de plus petite taille, avec infiltration du parenchyme pulmonaire

adjacent.

1.3.2. Caractéristiques microscopiques

La répartition des sous-types histologiques au sein de la catégorie « carcinome
sarcomatoide » est largement hétérogene. La grande majorité des carcinomes sarcomatoides sont
des carcinomes pléomorphes, composés de plusieurs contingents histologiques (un contingent
sarcomatoide atteignant au moins 10% de la surface tumorale est requis pour le diagnostic). Les
carcinomes a cellules fusiformes purs ou les carcinomes a cellules géantes purs sont tres rares ;
ils sont souvent confondus morphologiquement avec des sarcomes. Les carcinosarcomes et les
blastomes pulmonaires sont exceptionnels, trés rarement représentés dans les publications
s’intéressant aux carcinomes sarcomatoides. Le tableau 1 rapporte les critéres du diagnostic

morphologique de ces tumeurs.
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Le carcinome pléomorphe

Ce sous-groupe est le plus fréquent (plus de 75%), largement représenté dans les séries

de carcinomes sarcomatoides. Il est défini par 1’association d’un carcinome non a petites cellules

(bien a peu différenci€) avec, par définition, un contingent sarcomatoide atteignant au moins

10% de la surface tumorale (cf photo 1, figurant dans la partie annexes, comme I’ensemble

des photographies histologiques). Le contingent sarcomatoide est dans 1/3 des cas a cellules

fusiformes, dans 1/3 des cas a cellules géantes et dans le 1/3 restant a cellules géantes et

fusiformes (contingents concomitants entremélés) (1). Le contingent carcinomateux peut étre :

adénocarcinome : formations glandulaires, mise en évidence d’une mucosécrétion avec

les colorations spéciales du PAS diastase et du Kreyberg

carcinome épidermoide : présence de ponts d’union inter-cellulaire, kératinisation intra

et/ou extra-cellulaire

carcinome adénosquameux : présence d’un contingent de carcinome €pidermoide et d’un
contingent adénocarcinomateux représentant chacun au moins 10 % de la surface

tumorale.

\

carcinome a grandes cellules : carcinome ne présentant aucun critére cytologique et

architectural d’adénocarcinome, de carcinome épidermoide ou neuro-endocrine.

carcinome neuroendocrine : carcinome a petites cellules (cellules a trés haut rapport
nucléocytoplasmique dont la taille ne dépasse pas celle de 3 lymphocytes, chromatine
poussiéreuse dissimulant le nucléole, déformation réciproque des noyaux, activité
mitotique élevée, nécrose) et carcinome neuroendocrine a grandes cellules ( cellules de
grande taille, noyau a chromatine vésiculeuse, disposition palissadique et en rosette,
index mitotique > 10 pour 2 mm? nécrose). Le premier peut étre diagnostiqué sur la
simple morphologie en coloration HES tandis que pour le second, 1’expression en
immuno-histochimie d’au moins un marqueur neuroendocrine (parmi la chromogranine

A, la synaptophysine et le neural cell adhesion molecule (NCAM)) est requise.

I1 est nécessaire de préciser le contingent carcinomateux présent lorsque ce dernier est de

type adénocarcinome ou épidermoide, exemple: « carcinome sarcomatoide pléomorphe

associant un carcinome ¢épidermoide et un continent a cellules fusiformes ». Il n’est pas

nécessaire de préciser la présence du contingent a grandes cellules (trés souvent présent). Par
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contre, en cas de contingent a petites cellules, la tumeur doit étre classée sans équivoque en

carcinome a petites cellules combiné avec un contingent sarcomatoide.

Le carcinome a cellules fusiformes

Il s’agit d’un carcinome constitué exclusivement de cellules fusiformes organisées en
faisceaux entrecroisés (photo 2). Cette entité est trés rare (1, 4, 34). Les cellules tumorales sont
allongées, de grande taille, pléomorphes et trés atypiques (photo 3). Les noyaux sont trés
irréguliers, souvent multilobés avec mitoses atypiques. L’aspect épithélioide des cellules permet
parfois d’évoquer le diagnostic de carcinome en HES. De rares cas décrits comportent un stroma
richement inflammatoire, pouvant en imposer pour une tumeur myofibroblastique inflammatoire.
Dans ce cas, la nécrose tumorale, 1’invasion vasculaire, les atypies cellulaires, les mitoses
atypiques et l’expression des cytokératines en immuno-histochimie font pencher pour le

diagnostic de carcinome sarcomatoide a cellules fusiformes.

La présence d’un contingent carcinomateux (glandulaire, épidermoide ou a grandes

cellules) fera classer la tumeur en carcinome pléomorphe.

Le carcinome a cellules géantes

Le carcinome a cellules géantes est treés rare dans sa forme pure (8). Il est défini comme
un carcinome non a petites cellules composé de cellules géantes hautement pléomorphes mono-
et/ou multi-nucléées. Il est enticrement constitué de cellules polygonales de grande taille,
souvent peu ou pas cohésives, sans aucun critére spécifique d’adénocarcinome, de carcinome
épidermoide ni de carcinome a grandes cellules (photo 4). Les noyaux sont uniques ou multiples,
hyperchromatiques, a chromatine vésiculeuse avec un nucléole turgide. A noter que le caractere
multinucléé des cellules est facultatif dans la définition de I’OMS 2004. Le stroma est souvent
inflammatoire, avec des phénomenes d’empéripolese leucocytaire (pénétration active des cellules

leucocytes a I’intérieur du cytoplasme des cellules tumorales) (photo 5).

\ \

Le carcinome a cellules géantes est le plus fréquemment associé a un contingent a
cellules fusiformes: on [D’appellera « carcinome sarcomatoide a cellules fusiformes et
géantes ». Les cellules géantes tumorales peuvent exprimer ’HCG (Human  Chorionic
Gonadotrophin) et ne doivent pas étre confondues avec un choriocarcinome pulmonaire primitif,
d’autant plus que les cancers pulmonaires quels qu’ils soient peuvent produire diverses hormones

placentaires (35).
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Tableau 1 : Criteres du diagnostic morphologique des carcinomes sarcomatoides pulmonaires

d’apres(5):

Type de tumeur Contingent épithélial différencié Contingent sarcomatoide

e adénocarcinome*,

Carcinome ; e cellules  fusiformes et/ou cellules géantes
pléomorphe carcinome épidermoide, (représentant au moins 10% de la surface tumorale)
e  carcinome adénosquameux*,
e  carcinome a grandes cellules ou
e  carcinome neuroendocrine*®
Carcinome a Aucun cellules fusiformes

cellules fusiformes

Carcinome a Aucun cellules géantes (empéripolése leucocytaire et
cellules géantes globules hyalins fréquemment observés)
. . S i .

Carcinosarcome adegocarcn}ome, . rhabdomyosarcome, ostéosarcome,

e  carcinome épidermoide, .

. , chondrosarcome ou liposarcome
e  carcinome adénosquameux,
. carcinome a grandes cellules ou

adénocarcinome de type fcetal

de haut grade
adénocarcinome de type feetal bien 5 L A
Blastome. différencié, de bas grade, avec foyers stroma mésenchymateux primitif avec blastéme
pulmonaire occasionnels de différenciation

sarcomateuse ~ vraie  (en  particulier
rhabdomyosarcome et ostéosarcome +/-
chondrosarcome)

* les différents contingents cellulaires du carcinome pléomorphe doivent tous étre mentionnés dans la conclusion du

compte-rendu anatomopathologique a I’exception du carcinome a grandes cellules.

Le carcinosarcome

Cette tumeur maligne est exceptionnelle. Histologiquement, on observe un contingent
épithélial différencié (par ordre de fréquence : de type malpighien, glandulaire, adénosquameux
ou a grandes cellules) mélé a un authentique contingent sarcomateux hétérologue identifié¢ par la
présence d’éléments tumoraux cartilagineux, osseux ou musculaires striés. Un cas a été rapporté
avec un contingent liposarcomateux (4). Souvent, I’essentiel de la tumeur correspond a une
prolifération peu différenciée de cellules fusiformes, ponctuée de plages de différentiation
rhabdomyosarcomateuse, ostéosarcomateuse ou chondrosarcomateuse. Une telle tumeur sans
¢lément hétérologue est classée comme carcinome pléomorphe. Le diagnostic de carcinosarcome
se fait en microscopie optique, sauf pour les cas ou la composante rhabdomyosarcomateuse est
peu différenciée, non reconnaissable morphologiquement. Dans ce cas, la différenciation
musculaire est confirmée en immuno-histochimie avec des marqueurs tels que la desmine et la

myogénine. La composante épithéliale peut exprimer les kératines, le TTF-1 et la vimentine.
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Cette entité, en voie de disparition, reste contestée ; le contingent hétérologue est souvent
mineur au sein du contingent fusiforme. Ces aspects sont €galement observés dans les
mésothéliomes sarcomatoides avec contingent hétérologue, ce dernier exprimant parfois les
cytokératines (36). Pour le mésothéliome, la présence de tels éléments ne remet pas en cause
I’origine mésothéliale de la prolifération et le diagnostic reste celui de mésothéliome
sarcomatoide, avec contingent hétérologue. Le carcinosarcome pourrait étre considéré comme un
carcinome sarcomatoide contenant des éléments hétérologues plutdét que comme une entité a
part, d’autant plus que 1’expression des cytokératines ou I’EMA par ces derniers a été décrite

(37-39).

Blastome pulmonaire

Cette tumeur biphasique rare est composée d’un contingent €pithélial ressemblant a un
adénocarcinome bien différencié de type foetal et d’un contingent mésenchymateux tres primitif.
Les cellules tumorales épithéliales sont cylindriques hautes, au cytoplasme riche en glycogene.
Elles forment des tubes et plus rarement des morules. Les cellules mésenchymateuses du stroma
sont de petite taille, ovales a fusiformes et ont un aspect blastémateux. Comme pour le
carcinosarcome, le contingent mésenchymateux peut renfermer des foyers d’ostéosarcome, de

chondrosarcome ou de rhabdomyosarcome.

En immunohistochimie, la composante épithéliale du blastome pulmonaire exprime les
cytokératines, ’ACE et ’EMA, mais également 1’antigéne spécifique des cellules de Clara et

I’apoprotéine du surfactant, notamment au niveau des morules.

Compte-rendu histo-pathologique

La présence et les sous-types des différentes composantes morphologiques doivent
étre mentionnés dans le compte-rendu histo-pathologique définitif. Le diagnostic histo-
pathologique des carcinomes sarcomatoides est complexe du fait de I’hétérogénéité de ces
tumeurs qui rend nécessaire I’obtention de prélévements tumoraux suffisamment volumineux

pour mettre en évidence les différentes composantes épithéliales et mésenchymateuses.

Le diagnostic de carcinome sarcomatoide est rarement posé sur biopsies. Dans la série de
Venissac, sur 19 biopsies préopératoires manifestement malignes, le diagnostic était suggéré
seulement dans 1 cas (40). Par contre, dans une série de Pelosi et al., le diagnostic positif était

fait sur biopsie pour 5 des 8 cas de carcinomes sarcomatoides (41).

19



1.3.3. Caractéristiques immunohistochimiques

Marqueurs épithéliaux

L’expression en immuno-histochimie des marqueurs épithéliaux dans les cellules
fusiformes et géantes n’est pas requise pour porter le diagnostic de carcinome sarcomatoide des

lors qu’il existe un composant tumoral de type épithélial et différencié (2, 5).

Dans les autres cas, 1’expression des cytokératines et/ou de ’EMA est souhaitable mais
non obligatoire pour mettre en évidence les cellules épithéliales au sein du composant
sarcomateux. Les sarcomes primitifs pulmonaires sont extrémement rares et une tumeur
sarcomatoide n’exprimant aucun marqueur spécifique de sarcome ni de cytokératines est un

carcinome jusqu’a preuve du contraire (2, 4, 6, 10).

De nombreuses séries rapportent 1’expression des cytokératines (le plus souvent étudiées
avec |’anticorps anti-pan-cytokératine AEI1AE3) dans les 2 contingents sarcomatoides et
épithéliaux (cf figure 1). La cytokératine 18 serait fortement exprimée dans les carcinomes

sarcomatoides (22).

L’expression intense et diffuse de I'EMA et des cytokératines est d’une aide précieuse au
diagnostic du carcinome sarcomatoide inflammatoire ; il représente une variante du carcinome a
cellules fusiformes et se présente souvent sous une apparence trompeuse avec un composant
majoritaire de cellules inflammatoires, pouvant en imposer pour une tumeur myofibroblastique
inflammatoire (42). La négativité de I’actine muscle lisse permet d’écarter définitivement ce

diagnostic différentiel.

Devant une tumeur a double contingent de cellules fusiformes et de cellules épithéliales,
il conviendra d’éliminer le synovialosarcome biphasique pulmonaire primitif, en cas de
morphologie évocatrice. D'une facon générale, l'identification morphologique d'un
synovialosarcome est aisée quand il présente 1'aspect biphasique typique associant un contingent
« épithélial » organisé en formations glandulaires et un contingent mésenchymateux a cellules
fusiformes circonscrivant les structures épithéliales. La densité cellulaire est importante avec un
aspect de «tumeur bleue » au faible grandissement ; les cellules sont plutét monomorphes
(contrairement au carcinome sarcomatoide ou les cellules sont pléomorphes), rendant la
prolifération « monotone ». Le contingent « épithélial » exprime les cytokératines et ’EMA, le
contingent mésenchymateux exprime la vimentine. Les marqueurs Bcl2 et CD99 sont souvent

exprimés (43), cependant, 1’étude immuno-histochimique n’est pas discriminante et il conviendra

20



pour certains cas de rechercher la présence d’une translocation t(X ; 18)(SYT-SSX) en faveur de

ce diagnostic.

L’expression de la cytokératine-20 et de la protéine du surfactant-A est constamment

négative (5, 24, 34).

Figure 1: expression des cvytokératines dans les carcinomes sacomatoides dans les
contingents épithélial et sarcomatoide :
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M contingent épithélial

M contingent sarcomatoide

TTF-1
Généralités

Le thyroide transcription factor-1 (TTF-1) est un facteur de transcription sélectivement
exprimé dans la thyroide, le poumon et le diencéphale. TTF-1 a été identifié comme un
régulateur transcriptionnel de geénes spécifiques de la thyroide (régulant I’expression de la
thyroglobuline et de la thyropéroxydase) et il est également impliqué dans l'activation de génes
de différenciation spécifiquement pulmonaires (44, 45). Le TTF-1 régule I’expression des
protéines du surfactant (A, B et C) ; il est fortement spécifique des pneumonocytes de types II et
des cellules de Clara, considérés comme des témoins internes positifs a 1’examen immuno-

histochimique (marquage nucléaire exclusif, intense).

Face a une métastase d’adénocarcinome, le TTF-1 est utilisé en routine pour affirmer une
origine pulmonaire primitive puisque sa spécificit¢ avoisine les 100% (si une tumeur

thyroidienne a été exclue cliniquement) (46). Environ 80% des adénocarcinomes et des
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carcinomes a petites cellules pulmonaires primitifs expriment le TTF-1 alors qu’il n’est presque

jamais exprimé dans les carcinomes épidermoides.

Dans une série récente sur 315 CBNPC, 89% des adénocarcinomes exprimaient le TTF-1
(dont 84% avec un marquage >50% des cellules) alors que seulement 4% des carcinomes

épidermoides exprimaient cette protéine (marquage entre 10 et 49% des cellules) (47).

Pour les carcinomes sarcomatoides

3 séries seulement ont fait 1’objet d’étude immunohistochimique du TTF-1 dans des
carcinomes sarcomatoides. Dans la série de Rossi et al. concernant entre autres 58 carcinomes
pléomorphes avec contingent épithélial, le TTF-1 est exprimé dans 43% des cas au niveau du
contingent sarcomatoide et 59% des cas au niveau du contingent €pithélial. Dans cette méme
série, 4/7 cas de carcinomes sarcomatoides composés exclusivement de cellules géantes et/ou
fusiformes expriment le TTF-1 (expression focale intéressant moins de 50% des cellules
tumorales) (4). Dans une série de 19 cas de carcinomes sarcomatoides, Lewis et al. rapportent
une expression de TTF-1 par le contingent sarcomatoide dans 28% des cas (49). Enfin, aucun des
10 cas de carcinomes sarcomatoides a cellules fusiformes de la série de Lucas et al.
n’exprimaient le TTF-1 (50). L’hétérogénéité des résultats peut s’expliquer par la prépondérance
de carcinomes pléomorphes avec contingent épithélial de type adénocarcinome dans les séries ou

le TTF-1 est souvent exprimé.
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Figure 2 : profil d’expression de TTF-1, P63, CK5/6 et des cytokératines 1.5.10.14

(anticorps 34BE12) dans les adénocarcinomes et les carcinomes épidermoiodes, d’aprés Rekhtam
etal. (47):
L _

TTF-1 p63 CK5/6 34pE12

sQcc

ADC, adénocarcinome ; SQCC, carcinome épidermoide

P63
Généralités

Le geéne P63 code pour une protéine complexe présentant plusieurs domaines de
liaison, certains se liant a I’ADN, lui conférant un role de facteur de transcription, d’autres
pouvant se lier a P53. De nombreux isoformes de la protéine existent, dont les roles sont
parfois antagonistes mais les 2 principales formes sont la TAP63 et deltaN. On oppose la
premiere, impliquée dans le maintien de la cellule a 1’état de cellule souche, a la seconde,
impliquée dans la différenciation de la cellule au sein de I’épithélium. P63 joue un rdle
important dans les processus de prolifération et de différenciation du tissu épithélial
malpighien (épidermoide) ; son expression est essentielle a la formation des membres et a la

mise en place de la peau et de la langue, ainsi qu’au développement des annexes (dents,

cheveux, glandes mammaires et prostatiques, glandes lacrymales).

En situation physiologique, les cellules basales de nombreux épithéliums, notamment
1I’épithélium bronchique et les cellules myoépithéliales normales, expriment fortement P63

(marquage nucléaire, intensité 3). Si P63 est perdue dans la plupart des cancers urothéliaux
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invasifs (51), elle est tres fortement exprimée dans les carcinomes épidermoides des voies
adro-digestives supérieures (52) et du poumon (53), le marquage étant toujours diffus et
intense, méme lorsqu’il s’agit d’un carcinome épidermoide peu différencié. Sur 115
carcinomes ¢€pidermoides de la série de Rekhtman et al., tous les cas sans exception
exprimaient fortement P63 et seul 4 cas I’exprimaient sur moins de 75% des cellules
tumorales (soit 4%). Par contre, P63 peut étre exprimée par les adénocarcinomes broncho-
pulmonaires (dont la cellule d’origine est proximale dans 1’arbre bronchique), la positivité

¢tant toujours focale et/ou de faible intensité (41, 47, 54).

Pour les carcinomes sarcomatoides

Rares sont les études portant sur D’expression de P63 dans les carcinomes
sarcomatoides. A propos de 19 cas pulmonaires primitifs, Lewis et al rapportent une
expression de P63 dans 50 % des cas sur le contingent épithélial quand ce dernier est présent
(avec un marquage moyen entre 25 et 75% des cellules (score moyen 2,8)) et dans 50% des

cas sur le contingent sarcomatoide entre 5 et 75% des cellules (score moyen 2,5) (49).

La protéine P63 présente une grande utilité dans le diagnostic différentiel entre
carcinome sarcomatoide et mésothéliome malin sarcomatoide puisque ces derniers expriment
rarement P63 (2 cas sur 30 dans la série de Ordonez, marquage sur moins de 75% des cellules
tumorales alors que 30/30 des carcinomes épidermoides montrent une positivité > 75% des

cellules tumorales)(55, 56).

CK5/6

Généralités

Les kératines 5 et 6 sont des kératines de poids moléculaire de taille intermédiaire.
Dans les tissus normaux, CKS5 / 6 sont principalement exprimées dans les épithéliums
malpighiens kératinisant (épiderme) et non kératinisant (muqueuses), ainsi que dans la couche
basale des cellules myoépithéliales de la prostate, du sein et des glandes salivaires. Elles sont
également exprimées dans les cellules mésothéliales normales.Les CK5 / 6 sont également
observées dans les tumeurs bénignes et malignes de I'épiderme, des muqueuses
malpighiennes, d’origine myoépithéliale et mésothéliales (57)(58).Les CK 5/ 6 sont

actuellement utilisée par de nombreux pathologistes dans le diagnostic différentiel de
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mésothéliome malin par rapport a I’adénocarcinome (positifs dans 2 a 19% pour la CK5/6)

(55).

Pour les carcinomes sarcomatoides

Il n’existe pas a ce jour d’étude exhaustive concernant le statut CK5/6 dans les

carcinomes sarcomatoides.

Vimentine
Généralités

La vimentine est un membre de la famille des filaments intermédiaires, constituant le
cytosquelette, avec les microtubules et les microfilaments d'actine. Elle est responsable du
maintien de la forme cellulaire, de l'intégrité du cytoplasme et stabilise les interactions
cytosquelettiques. Son expression est retrouvée au niveau de la plupart des tumeurs
conjonctives mais également au niveau des mélanomes, des mésothéliomes, de certains
lymphomes non hodgkiniens et d'un grand nombre de carcinomes tels les adénocarcinomes du
rein, de la thyroide, des glandes salivaires, du poumon, de l'endomeétre et du sein ou les
carcinomes épidermoides de la sphére ORL. Pour ces derniers, il a été récemment démontré
que I’expression de la vimentine en immuno-histochimie était corrélée a une survenue accrue

de métastases (59).

Pour les carcinomes sarcomatoides

La grande majorité des carcinomes sarcomatoides expriment fortement la vimentine.
Cette forte expression est le signe de 1’acquisition d’un profil migratoire, I’une des étapes du
processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). La vimentine est un marqueur dénué
de spécificité, elle n’est d’aucune aide au diagnostic. En effet, les sarcomes primitifs pulmonaires
et métastatiques, les mésothéliomes malins ou les tumeurs myofibroblastiques inflammatoires,

principaux diagnostics différentiels du carcinome sarcomatoide, expriment la vimentine.
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Calrétinine, WT1 et podoplanine

Le diagnostic différentiel avec un mésothéliome peut étre difficile en cas de localisation

pleurale et peut requérir 1’utilisation de marqueurs immuno-histochimiques spécialisés (50, 60-
62). Le Wilm's tumour-1 (=WT1) est rapporté positif dans des mésothéliomes biphasiques

(20 cas)) alors qu’il est négatif dans les carcinomes sarcomatoides (10 cas) (avec un anticorps
polyclonal fourni par Santa Cruz Biotechnology). La positivit¢ du WT1 prédomine sur le
contingent épithélial: 60% contre 20% dans le contingent sarcomateux (50). Les résultats sont
différents dans la série de Kushitani (avec un anticorps différent: clone 6F-H12 fourni par

DakoCytomation) ou 90% des mésothéliomes (39 cas) expriment le WT1 contre 45% des
carcinomes sarcomatoides. Concernant /a podoplanine, le marquage était positif sur la

grande majorité des mésothéliomes, soit 84% (24 cas de mésothéliomes épithélioides et 31 cas
de mésothéliomes biphasiques ou sarcomatoides) et le plus souvent négatif sur les carcinomes
sarcomatoides (seulement 1 cas positif sur les 15 cas analysés) (63). L’immuno-histochimie ne
permet pas toujours de trancher et les données cliniques et radiologiques restent capitales pour

poser le bon diagnostic.

HCG

L'hormone chorionique gonadotrope (ou HCG) est produite au cours de la grossesse,
synthétisée par I'embryon puis par le trophoblaste placentaire. Elle est également exprimée par
différentes tumeurs malignes germinales: certains cancers testiculaires (100% des
choriocarcinomes, 50% des tumeurs non séminomateuses et 10% des séminomes purs), les
choriocarcinomes ou la mole hydatiforme. Ce marqueur non spécifique est également exprimé
dans les carcinomes non a petites cellules (35, 64), notamment dans 20% des adénocarcinomes
pulmonaires primitifs. Une sécrétion de beta-HCG ectopique a été rapportée dans plusieurs cas

de carcinomes sarcomatoides a cellules géantes, parfois responsable d’une gynécomastie (65,

66).
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1.4.  Caractéristiques moléculaires

1.4.1. Rappel des principales anomalies moléculaires dans

les CBNPC

Les oncogenes sont une catégorie de geénes dont 1'expression favorise la survenue de
cancers. Il existe trois grand types de modifications génétiques qui peuvent altérer un
oncogene: les mutations activatrices, les translocations et les amplifications géniques. Le geéne
modifié¢ deviendra hyperactif, et conduira a la stimulation de la division cellulaire de sorte

qu'elle échappe a la régulation normale.

Les geénes suppresseurs de tumeurs sont des geénes qui codent pour des protéines
régulant négativement la prolifération cellulaire ou exercant un effet répresseur sur certains
oncogenes. Ils sont des gardiens de I'intégrit¢ du matériel génétique et correspondent aux
geénes d’arrét du cycle cellulaire. L’inactivation des geénes suppresseurs de tumeurs par perte
de leurs deux alleles actifs peut étre due a des mutations ou a des méthylations sur leur

promoteur (régulation épigénétique).

Les 4 anomalies génétiques les plus fréquentes concernant les adénocarcinomes
pulmonaires concernent, par ordre décroissant, les protéines P53, K-RAS, LKBI et EGFR
(figure 3). P53 et LKB1 sont considérés comme des geénes suppresseurs de tumeurs, alors que K-
RAS et EGFR sont des oncogénes. Ces anomalies sont plus ou moins fréquentes en fonction du

type histologique, de I’ethnie, du sexe et de I’exposition tabagique du patient (figure 4).
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Figure 3 : Principales mutations décrites dans les adénocarcinomes bronchiques d’aprés Ding et

al.(67)
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Figure 4 : fréquence des principales mutations en fonction du type histologique de CBNPC

d’apres Herbst et al.(68)

Carcinome Adéno-

épidermoide carcinome
Mutation KRAS 5% 10-30 %
Mutation BRAF 3% 2%
EGFR
Mutation TK 2-5% 10-40 %
Amplification 30 % 15 %
Mutation variant Ill 5% Rare
HER 2
Mutation TK Rare 2-4%
Amplification 2% 6 %
ALK (fusion) Rare 7%
MET
Mutation 5% 5%
Amplification <10 % <10 %
P53 mutation 60-70 % 50-70 %
LKB1 mutation 10-20 % 30-40 %
PIK3CA
Mutation 2% 2%
Amplification 33% 6%
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1.4.2. Présentation des principales anomalies moléculaires

dans les CBNPC et dans les carcinomes sarcomatoides

Pour chaque anomalie génétique, nous rappellerons succinctement les données de la
littérature concernant les carcinomes bronchiques non a petite cellules puis nous traiterons les

données concernant les carcinomes sarcomatoides.

LOH

La perte d’hétérozygotie fait suite a l’altération d’un allele dont ’homologue était
antérieurement non fonctionnel. La perte d’hétérozygotie peut survenir par différentes voies,
comme une délétion, une conversion génique, une recombinaison ou une perte chromosomique.
5 des 6 cas de carcinomes sarcomatoides pléomorphes a contingent épithélial
adénocarcinomateux de la série de Nishida et al. montraient une rétention ou une perte
d’hétérozygotie (topographie de la LOH non précisée dans ’abstract de 1’article) dans les 2
contingents sarcomatoide et épithélial, suggérant une origine commune a partir d’une cellule

précurseur plutdt qu’une tumeur de collision (69).

EGFR
Généralités

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est un récepteur
membranaire a activité tyrosine kinase. Il devient un oncogene par acquisition d’'une mutation
au sein de son domaine catalytique, avec pour conséquence une auto-activation constitutive.
Cette mutation est retrouvée dans 10 a 40% des adénocarcinomes (70, 71). La fréquence de
ces mutations est significativement accrue chez les patients non-fumeurs, les asiatiques (30-
50% contre environ 10-15% des caucasiens) et les femmes. La présence d’une mutation

activatrice de I’EGFR est un facteur prédictif de réponse aux médicaments anti-tyrosine

kinase.

Les mutations activatrices du géne K-RAS, du géne BRAF et la translocation EML4-

ALK ne coexistent jamais avec les mutations de I’EGFR (elles sont mutuellement exclusives).

29



Pour les carcinomes sarcomatoides
Le tableau 2 résume les données des principales études concernées.

Dans une série de patients asiatiques comportant 17 carcinomes pléomorphes (dont 11
comportent un contingent épithélial de type adénocarcinome), 3 cas présentaient une mutation de
I’EGFR. Tous les cas mutés présentaient un contingent adénocarcinomateux. De facon
surprenante, la recherche de la mutation effectuée a posteriori dans les contingents épithélial et
sarcomateux se révélait positive dans le contingent épithélial mais négative dans le contingent
sarcomateux pour les 3 cas (32). Un des patients a bénéficié d’un traitement par gefinitib® et a

présenté une courte réponse thérapeutique avec une évolution rapidement défavorable.

Ushiki et al. rapportent un cas de carcinome pléomorphe pour lequel une mutation de
I’EGFR par délétion de I’exon 19 était mise en évidence sur les 2 contingents épithélial (il
s’agissait d’un adénocarcinome) et sarcomatoide. Une seconde mutation de I’EGFR surajoutée
(T790M) était présente dans le contingent sarcomatoide uniquement. L hypothese était celle

d’une néo-mutation induite par le traitement par gefinitib® (inhibiteur de tyrosine kinase) (72).

Une série nigoise a propos de 22 carcinomes pléomorphes (sans précision sur la
répartition des sous-types histologiques) ne mettait en évidence aucune mutation ni amplification
de P’EGFR. Dans 23%, une haute polysomie était notée. L expression de la protéine EGFR en

immuno-histochimie était positive dans tous les cas (73).

Dans une réponse sous forme de lettre a 1’éditeur, Leone et al. rapportent des résultats tres
différents. Sur 23 carcinomes sarcomatoides pléomorphes (17 sarcomatoides a cellules géantes
et/ou fusiformes et 6 carcinomes pléomorphes avec contingent adénocarcinomateux), 4 cas
présentaient une mutation de ’EGFR : 2 cas de carcinomes a cellules géantes et/ou fusiformes et
2 cas avec contingent adénocarcinomateux. Pour I’un des cas, ’analyse de la mutation a pu étre

effectuée sur les 2 contingent sarcomatoide et épithélial : les 2 contingents étaient mutés.

Récemment, ’article de Chang confirme ’existence de carcinomes pléomorphes mutés
pour ’EGFR dans une population taiwanaise avec 10/42 cas mutés (74). Sur les 10 cas mutés

pour I’EGFR, 2 cas comportaient un contingent adénocarcinomateux.

Enfin, deux autres séries s’intéressant au statut mutationnel de I’EGFR dans les
carcinomes non a petites cellules mentionnent des cas de carcinomes pléomorphes mutés (75,

76).
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Tableau 2 : tableau récapitulatif des principales études de mutation de I’EGFR dans les

carcinomes sarcomatoides

Auteur, date Nombre de cas Nombre de cas Remarques
avec ADK, % mutés pour
PEGFR, %

Takano et al. ; 2005 Non renseigné 1/1 Série de 66 CBNPC ayant pour but
I’étude du statut EGFR

Le seul carcinome pléomorphe de la série
est muté

Sugio et al. ; 2006 Non renseigné 172 Série de 469 CBNPC ayant pour but
I’étude du statut EGFR

Parmi les 2 carcinomes pléomorphes de la
série, 1 seul est muté

Italiano et al., 2009 Non renseigné 0/22

Ushiki et al. ,2009 1 1 Mutation trouvée dans les 2 contingents

Kaira et al. ,2010 11/17, 65% 3/17, 18% Tous les cas mutés ont un contingent
d’ADK

Changetal., 2011  7/42,17% 10/42, 24% 19/42 échantillons biopsiques

Leone et al., 2011 6/23,26% 4/23, 17% 2/4 cas mutés avec contingent
adénocarcinomateux

Lee at al. ; 2011 44/61, 72% 12/61 20% 9 mutations classiques et 3 mutations
inhabituelles (sur les exons 20 et 21)

Saitoh et al. ; 2011 1 1 Mutation trouvée dans les 2 contingents

En somme, la prévalence des mutations de ’EGFR dans les carcinomes sarcomatoides a

contingent adénocarcinomateux n’est pas différente de celle des adénocarcinomes classiques

(de 10 & 40%).

Généralités

Les mutations activatrices de K-RAS sont retrouvées dans 10 a 15 % des cancers
bronchiques non a petites cellules, localisées le plus souvent au niveau du codon 12 de K-RAS,
plus rarement au niveau des codons 13 et 61 et trés rarement au niveau de N- et H-ras (77, 78).
Les mutations de K-RAS sont plus fréquentes dans les adénocarcinomes et les carcinomes
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bronchiques a grandes cellules (environ 30%) et plus rarement dans les carcinomes épidermoides
(moins de 5%) Elles sont quasi exclusivement retrouvées chez des patients fumeurs. Les

mutations de BRAF sont rares dans les cancers du poumon (3 %) (79-81).

Pour les carcinomes sarcomatoides
Le tableau 3 résume les données des principales études concernées.

Les patients développant un carcinome sarcomatoide sont souvent de « gros fumeurs » et
cette population est a risque de présenter une mutation de K-RAS. Différentes séries rapportent

des résultats tres variables.

Holst et al. n’ont mis en évidence aucune mutation de K-RAS dans une série de 25
carcinomes sarcomatoides (9 carcinomes a cellules fusiformes, 7 blastomes, 6 carcinomes

pléomorphes de contingent épithélial épidermoide, 3 adénocarcinomes de type foetal) (30).

Pelosi et al. rapportent 22% de mutations de K-RAS sur le codon 12 dans une série de 27
carcinomes sarcomatoides pléomorphes (les contingents épithéliaux étaient distribués comme
suit : 12 carcinomes a grandes cellules, 11 adénocarcinomes, 3 carcinomes épidermoides et 1
adénosquameux). Sur les 6 cas de mutations de K-RAS, 4 présentaient un contingent épithélial

de type adénocarcinome et 2 un contingent épithélial de carcinome a grandes cellules (82).

Przygodzki et al. mettent en évidence 2 mutations de K-RAS parmi les 22 cas de

carcinomes pléomorphes a cellules géantes et/ou fusiformes (83).

La série d’Italiano et al. déja citée, comportait 8 cas mutés K-RAS sur les 21 carcinomes
sarcomatoides analysés, soit 38%. L’article ne précisait pas la répartition des sous-types
histologiques (73).

Chang et al. rapportent 2 cas de mutation de K-RAS sur 42 carcinomes pléomorphes dont

17% avec un contingent adénocarcinomateux (74).

Enfin, Lee et al. mettent en évidence 6 cas mutés parmi 61 cas de carcinomes

pléomorphes dont 72% avec un contingent adénocarcinomateux.

Dans toutes ces études, le taux de mutation de K-RAS parait corrélé au pourcentage de
carcinomes pléomorphes de sous-type adénocarcinomateux. Les mutations étant rares dans les
carcinomes épidermoides, il est logique que la série de Holst ne mette en évidence aucune

mutation.
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Tableau 3 : tableau récapitulatif des principales études de mutation de K-RAS dans les

carcinomes sarcomatoides

Auteur, date Nombre de Nombre de Remarques
cas avec  cas mutés
Holst et al. 1997 0/15 0/15 9 carcinomes a cellules fusiformes et 6

carcinomes pléomorphes de contingent
épithélial épidermoide

Pelosi et al. 2003 11/27 41% 6/27 22% 4/6 cas mutés ont un contingent d’ADK
Italiano et al., 2009 Non 8/21 38%
renseigné

Przygodzki et al. 1996  0/22 2/22 9% Série de 22 carcinomes a cellules géantes
et/ou fusiformes

Kaira et al. ,2010 11/17, 65% 0/17

Chang et al. , 2011 7/42, 17% 2/42 5% 19/42 échantillons biopsiques

Leone et al., 2011 6/23, 26% 4/23, 17% 1/4 cas mutés avec contingent
adénocarcinomateux

Lee at al. ; 2011 44/61, 72% 6/61, 10% 1 patient présente a la fois une mutation de

K-RAS (c.35G;p Glyl2Ala) et une
mutation de EGFR (délétion de 1’exon 19)

Comme pour EGFR, les mutations de K-RAS sont retrouvées dans les mémes proportions que
pour les adénocarcinomes classiques (de 10 a 30%) dans les carcinomes pléomorphes avec

adénocarcinome.

P53
Généralités

Les mutations du gene p53 correspondent aux anomalies génétiques les plus souvent
observées dans les cancers et particulierement dans les cancers pulmonaires (70 % des cancers
du poumon chez ’homme sont mutés) (84). Ces mutations incluent surtout des mutations faux
sens (dans 75%) aboutissant a des transversions de G vers T caractéristiques de 1’effet des
carcinogénes du tabac sur ’ADN, des mutations non sens, des anomalies d’épissage et des
délétions plus ou moins importantes. Les mutations faux-sens sont responsables de la synthese

d’une protéine P53 modifiée dont la demi-vie atteint plusieurs heures permettant sa détection en

immuno-histochimie (85).
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Pour les carcinomes sarcomatoides

Concernant une série de 22 carcinomes pléomorphes, Przygodzki et al 1996 ont mis en
évidence 3 cas présentant une mutation de P53, soit 14 % des cas. Leur étude consistait par
ailleurs a évaluer I’expression de la protéine P53 en immuno-histochimie et de la comparer a la
présence ou non d’une mutation : ’expression protéique était faiblement positive dans 86% des

cas, il n’y avait pas de corrélation (83).

EML4-ALK
Généralités

Récemment, la fusion du geéne de I’« echinoderm microtubule-associated protein-like 4 »
(EML4) et du gene de I’« anaplastic lymphoma kinase » (ALK, kinase du lymphome
anaplasique) a été décrite dans 1% a 5% des CBNPC. Plusieurs caractéristiques ont été associées
aux tumeurs avec protéine fusion de EML4-ALK : patient non-fumeur, de sexe masculin, d'age
jeune, sous type histologique d’adénocarcinome (en particulier solide), et absence de mutation de
I’EGFR ou de K-RAS (86-88). Des résultats impressionnants ont été observés dans un groupe de

patients présentant un CBNPC aprés traitement par crizotinib, une petite molécule capable

d’inhiber ALK.

Pour les carcinomes sarcomatoides Dans une séric de 54 cas de carcinomes
pulmonaires avec translocation EML4-ALK, 2 cas présentaient, en plus d’un contingent
d’adénocarcinome, un contingent sarcomatoide (89). L’immuno-marquage était positif non
seulement dans la composante adénocarcinomateuse mais aussi sur le contingent sarcomatoide

pour ces 2 cas.

FGFR-1
Généralités
Le récepteur du facteur de croissance des fibroblastes 1 (FGFR1) est un récepteur

tyrosine kinase dont les ligands sont des membres particuliers de la famille des facteurs de

croissance de fibroblastes. Des études récentes ont mis en évidence une amplification du gene
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FGFRI, situé sur le bras court du chromosome 8, dans 21% des carcinomes épidermoides et 3%
des adénocarcinomes primitifs pulmonaires. L’extinction de FGFR1 par ARN interférence (avec des
shRNA spécifiques) conduit a l'inhibition de la croissance cellulaire dans des lignées de CBNPC
présentant une amplification de FGFR1 (90). Une étude par hybridation in situ fluorescente
(FISH) a confirmé la présence d’une amplification FGFR1 dans une cohorte de carcinomes
épidermoides pulmonaires primitifs (22% des cas). Ce géne est une cible thérapeutique
prometteuse dans les carcinomes broncho-pulmonaires non a petites cellules, puisque le
PD173074, un médicament inhibiteur du FGFRI1, inhibe la croissance cellulaire et induit
l'apoptose, spécifiquement dans les lignées de cancer du poumon présentant une amplification de

FGFRI1. Ces résultats ont été confirmés in vivo (91).
Pour les carcinomes sarcomatoides

Une étude rétrospective récente réalisée sur 61 carcinomes pléomorphes opérés dont 44
avec contingent adénocarcinomateux (72%), 15 avec contingent épidermoide (25%) et 2
carcinomes a grandes cellules (3%), montre une amplification de FGFR chez 6 patients (9.8%).

Il n’est pas précisé quel était le type de contingent épithélial sur les cas amplifiés pour FGFR.

c-Met
Généralités

c-MET est un gene localisé sur le bras long du chromosome 7 (7q21-31) qui code pour un
récepteur tyrosine kinase dont le ligand est 1'Hepatocyte Growth Factor (HGF). c-MET est
I’initiateur d’une signalisation intracellulaire complexe qui intervient dans la prolifération et la
résistance a I’apoptose, la mobilité, I’invasion et I’angiogenese (92). Il a récemment été identifié
comme une nouvelle cible prometteuse dans plusieurs cancers humains, y compris le cancer du
poumon non a petites cellules. Particuliecrement impliqué dans la transition épithélio-
mésenchymateuse, c-MET active notamment la prolifération cellulaire (activation de la voie des
MAP kinases), la survie cellulaire (voie PI3K/AKT/mTOR) et la mobilité cellulaire (activité sur
le cytosquelette d’actine). La voie de signalisation HGF/MET peut étre altérée par différents
mécanismes, comme la surexpression d’HGF et/ou de MET, ou par mutation ou amplification du
gene c-MET. L'amplification du géne c-MET est associée a un mauvais pronostic dans
différentes séries rétrospectives de CBNPC (93), elle reste un événement relativement rare dans

le CBNPC, survenant chez 1-7% des cas non sélectionnés. Néanmoins, dans les cohortes de

35



patients hautement sélectionnés, tels que ceux présentant des mutations somatiques du récepteur
de 'EGF (EGFR) avec une résistance acquise aux inhibiteurs de tyrosine kinase EGFR,

I’amplification de c-MET peut atteindre 20% des cas.
Pour les carcinomes sarcomatoides

Seule I’étude de Lee et al. mentionne 1’analyse du statut de c-Met en FISH : 11 patients
sur 61 (soit 18%) présentaient une amplification ou une forte polysomie de c-Met. Parmi ces 11

tumeurs, 1 seule avait une mutation de I’EGFR associée (94).

m-Tor
Généralités

La protéine m-Tor (mammalian target of rapamycin) est une sérine/thréonine kinase qui
joue un rdle central dans la modulation des signaux prolifératifs, qu’ils soient physiologiques ou
lies a une activation anormale de certaines voies, et dont la voie des PI3K (Phosphoinositide 3-
kinases) est une des voies principales (95). M-Tor, via la phosphorylation de protéines cibles,
induit la synthése de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (96). Elle joue
¢galement un le dans le métabolisme cellulaire en modulant 1’action de 1’insuline en fonction des
réserves nutritives de la cellule. L’implication de m-Tor dans 1’oncogénese de nombreuses
tumeurs a conduit au développement de molécules destinées a bloquer le message transmis par

cette voie, notamment la rapamycine. En inhibant m-Tor, la rapamycine provoque une inhibition

de la synthese protéique.
Pour les carcinomes sarcomatoides

Il n’existe pas a ce jour d’étude concernant 1’expression de m-Tor dans les carcinomes

sarcomatoides.

Les inhibiteurs de m-Tor sont couramment utilisés en cancérologie urologique. 3 cas
de carcinomes a cellules claires rénaux avec un contingent sarcomatoide ont été traités par
temsirolimus. Un premier patient a montré une progression rapide conduisant au décés deux
mois apres le diagnostic. Le second patient a montré une amélioration clinique et une réponse
partielle maintenue pendant 14 mois. Le troisiéme patient €tait toujours vivant, en rémission
complete aprés 7 mois de traitement par temsirolimus. La toxicité du temsirolimus est

considérée comme faible (97).
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2.Carcinomes sarcomatoides, LKB-1 et transition

épithélio-mésenchymateuse
2.1.  La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

2.1.1. Introduction

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus physiologique qui intervient au
cours du développement embryonnaire (98). Depuis environ 800 millions d’années, la TEM a été
conservée tout au long de 1’évolution pour contrdler la morphogenese, en particulier la formation
des trois feuillets primordiaux durant la gastrulation (99, 100). Les voies de la TEM sont en
connexion étroite avec les programmes d’orientation et de différenciation et sont réactivées chez
I’adulte a la suite de lésions ou d’exposition a des agents toxiques (101). La TEM se traduit par
une perte des jonctions intercellulaires, une dépolarisation des cellules, I’induction de
I’expression de métalloprotéases, une destruction de la membrane basale et I’invasion des tissus
adjacents (102). Sous I’influence de différents facteurs, les cellules perdent leurs marqueurs
épithéliaux comme la E-cadhérine (responsable des jonctions cellulaires) et acquierent des

marqueurs mésenchymateux comme I’actine musculaire lisse ou la vimentine.

La vimentine est un filament intermédiaire de type III qui constitue le cytosquelette avec
les microtubules et les microfilaments d'actine. Elle joue un réle dans I’ancrage des organites
intra-cellulaires. Son expression est ubiquitaire dans les cellules mésenchymateuses mais elle
également exprimée dans des tumeurs épithéliales : endométriales, surrénaliennes, rénales ou
autres (particulierement dans les tumeurs peu différenciées). Son acquisition constitue 1’une des

étapes du processus de TEM.

Il est maintenant établi que la TEM est mise en ceuvre durant les stades précoces de
I’invasion qui conduisent a I’intravasation des cellules malignes dans les vaisseaux sanguins ou

lymphatiques. Cette transition permet aux cellules d’augmenter leur capacité migratoire.
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2.1.2. Concept de la TEM

Un épithélium est constitué¢ de cellules adjacentes interconnectées par des liaisons
intercellulaires: jonctions serrées, jonctions adhérentes et desmosomes. Les cellules épithéliales
normales présentent une polarisation apicobasale, une répartition localisée des molécules
d’adhésion (cadhérines, intégrines), une latéralisation des jonctions intercellulaires et une
polarisation des fibres d’actine. Elles sont ancrées au niveau de leur pdle basal dans un réseau
dense de glycoprotéines et de protéoglycanes, appelé membrane basale, qui délimite le tissu

épithélial de la matrice extracellulaire environnante.
E-cadhérine

La E-cadhérine est une protéine transmembranaire clef des jonctions adhérentes. Elle
induit la différenciation des épithéliums (103) par la mise en place d’une polarité cellulaire des
cellules épithéliales (104). Sa perte d’expression est I’un des événements initiateurs de la TEM.
Expérimentalement, I’extinction de la E-cadhérine par ARN interférence est suffisante pour
induire une TEM, du moins dans le contexte de lignées épithéliales mammaires : aprés extinction
de la E-cadhérine établie avec des ShRNA (Short Hairpin Ribonucleic Acid), les cultures
cellulaires de carcinome mammaire passent d’un état cohésif avec aspect « pavimenteux » a un
¢tat discohésif avec perte de 1’adhérence intercellulaire. De plus, les cellules tumorales adoptent
un phénotype fibroblastique (cellules allongées, fusiformes). La réexpression de 1’e-cadherine
dans ces mémes lignées cellulaires permet une restauration de l’organisation pavimenteuse

(105).

L’expression du géne CDHI1 (géne de la E-cadhérine) peut étre réprimée suite a la
méthylation de ses séquences promotrices par processus de régulation épigénétique (106, 107).
Ce phénomene est fréquent, intéressant 28.6 a 62% des carcinomes non a petites cellules selon
les séries (108-110). Cependant, il n’a pas ét€¢ prouvé d’association entre la méthylation du
promoteur de la E-cadhérine et la diminution du taux d’ARN messager de la E-cadhérine sur une

série de 35 carcinomes broncho-pulmonaires non a petites cellules (107).

La perte de la E-cadhérine est considérée comme un facteur de mauvais pronostic dans

les CBNPC (111, 112),

De nombreuses études, réalisées sur des échantillons de tumeurs chez 1’homme, mettent
en évidence une perte d’expression de la E-cadhérine dans les stades invasifs et métastatiques

des cancers du sein, du poumon ou des cancers colorectaux (32, 113, 114).
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Snail , Slug , ZEB1, ZEB2, TWIST

Plusieurs travaux ont montré que différents facteurs de transcription, dont I’expression est
restreinte a la période du développement embryonnaire, sont capables de réprimer 1’expression
de la E-cadhérine (115). Ces facteurs de transcription tels que les protéines Snail (=SNAI1) et
Slug (=SNAI2), les protéines ZEB1 et ZEB2/SIP1 ainsi que la protéine Twist, peuvent étre
exprimés suite a I’activation physiologique ou inappropriée de multiples voies de signalisation
(via des cytokines et des facteurs de croissance), mais également en réponse a différents stress,
mécaniques ou hypoxiques (par le biais de 1’activation des facteurs HIF1/2a ) (115-118).
L'expression de Slug est inversement corrélée avec celle de la E-cadhérine dans des lignées
d’adénocarcinomes broncho-pulmonaires (119), d’adénocarcinomes mammaires (120) et sur des

carcinomes épidermoides de 1’cesophage (121).

L’observation d’une réactivation fréquente des genes embryonnaires Snail, Slug et
TWIST au cours de la progression tumorale constitue un argument important en faveur du role
de la TEM au cours de la dissémination métastatique. En effet, la comparaison du potentiel
métastatique de lignées cellulaires mammaires chez la souris a permis de mettre en évidence une
association étroite entre 1’expression de TWIST et leur potentiel métastatique : I’extinction de
TWIST par ARN interférence fait considérablement diminuer I’occurrence et le nombre de
métastases pulmonaires par rapport au témoin (100). Expérimentalement, I’expression forcée de
TWIST, de Snail ou de Slug (ou leur induction en réponse au V-EGF ou a I’hypoxie) dans des
cellules épithéliales humaines favorise la survenue d’'une TEM, accompagnée de 1’acquisition de
propriétés migratoires et invasives et de I’augmentation de leur potentiel métastatique (100, 115).
Une augmentation de 20 % d’expression de Snail dans des modeles murins est suffisante pour
provoquer 1’émergence de tumeurs, et la surexpression de Slug s’accompagne du développement

de sarcomes et de leucémies avec une pénétrance complete (122).

tumor budding

A I’examen histopathologique, la présence d’un « bourgeonnement tumoral » (ou « tumor
budding ») initialement décrit dans les adénocarcinomes colorectaux (123, 124) comme facteur
de mauvais pronostic, serait une illustration in situ du processus de TEM (125, 126). Le
bourgeonnement tumoral est définit comme la présence de cellules isolées ou en amas
(constitués de quatre cellules ou moins) au sein du stroma tumoral (photo 38). Sur une série de

201 adénocarcinomes broncho-pulmonaires de petite taille (moins de 3cm), sa présence est un
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facteur significatif indépendant de mauvais pronostic (analyse wunivariée); elle est
significativement corrélée a 1’agressivité tumorale (métastases ganglionnaires, emboles
lymphatiques, invasion vasculaire, invasion pleurale). Les cellules au sein du bourgeonnement
tumoral montrent une expression significativement diminuée de la E-cadhérine en étude

immuno-histochimique (p<0.05) (127).

2.2.  Laprotéine LKBI

2.2.1. introduction

La protéine LKBI1 est une sérine/thréonine kinase codée par le gene LKBI1, aussi nommé
STK11 pour "Sérine-Thréonine Kinase 11", situé sur le bras long du chromosome 19 (locus
19q13-3). Les mutations de cette protéine ont été associées a la majorité des cas de syndrome de
Peutz-Jeghers. Le gene LKB1, considéré comme un gene suppresseur de tumeur, est muté dans
20 a 30% des carcinomes non a petites cellules du poumon chez le caucasien (128) et se classe
au troisiéme rang des génes muté dans l'adénocarcinome du poumon apres p53 et K-RAS (41,
67, 128, 129). Les altérations du géne LKB1 dans les tumeurs du poumon sont en majorité des
mutations non sens / ou des mutations avec décalage du cadre de lecture (de rares cas de
mutations faux-sens ont ¢été¢ décrits dans des adénocarcinomes primitifs pulmonaires) (130).
L’inactivation de LKB1 prédomine dans les adénocarcinomes de patients fumeurs et peut
coexister avec d’autres mutations comme celles de K-RAS ou de P53. La fonction biologique et

les voies moléculaires associées a LKB1 sont en cours d’exploration.

2.2.2. Role biologique

LKB1 régule négativement la croissance cellulaire, l'angiogenese, et modifie le
métabolisme énergétique dans des conditions de stress oxydatif ou nutritionnel, conditions
souvent présentes au sein des tumeurs. Son substrat principal est I’AMP activated protein kinase
(AMPK), une protéine jouant un réle de senseur du statut énergétique cellulaire (131):
L’augmentation intracellulaire du ratio AMP/ATP engendre une phosphorylation de I’AMPK par
LKBI qui forme un complexe hétérotrimérique avec les protéines STRAD et MO25. L'AMPK,
une fois phosphorylée par LKB1, entraine une régulation positive des genes impliqués dans le
catabolisme. Elle induit un arrét du cycle cellulaire (médié par p53), régule négativement

l'expression de genes impliqués dans la néoglucogenése et la lipogenese et inhibe la synthese des
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protéines de la voie m-Tor. Par cette voie, LKB1 ralentit le cycle cellulaire, la croissance

cellulaire, la glycolyse, autant d’actions qui font de lui un « bon » géne suppresseur de tumeur.

LKBI joue 2 roles majeurs : I’un concerne 1’orthoplasie des cellules épithéliales avec la
régulation de la polarité cellulaire et I’autre concerne I’engagement dans la réponse au stress
énergétique avec régulation de I’apoptose, du cycle cellulaire, du remodelage chromatinien et

régulation du métabolisme énergétique (132-139).

Figure S: voie de signalisation de LKB1 d’apres (140)
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Légende de la figure 5 :

LKB1 et I'AMPK sont considérés comme des sentinelles de [’énergie et de la
prolifération. LKBI1, activée par la fixation de STRAD et MO25 phosphoryle ’AMPK lorsque le
rapport AMP / ATP est élevé. En cas de stress (énergétique), I’AMPK est impliqué dans
plusieurs voies cataboliques telles que 1'absorption du glucose, la glycolyse, la prolifération
mitochondriale et 1'oxydation des acides gras pour produire I'ATP. Il régule négativement les
voies anaboliques consommatrices d'ATP, notamment la synthése de protéines, d'acides gras de
cholestérol ou de glycogéne. L’AMPK joue un role dans la croissance et la prolifération
cellulaires en impliquant les protéines TSC1 / 2 (Tuberous sclerosis protein 1 et 2) et mTOR
(mammalian Target of Rapamycin) lors de I’inhibition de la synthése protéique. En somme,
I'AMPK et LKBI1 agissent ensemble comme senseurs du stress énergétique et permettent de
fournir aux cellules des nutriments afin de produire rapidement de 1’énergie, tout en limitant leur
croissance. L'activité sentinelle de LKB1 et AMPK est perdue dans le cancer, ce qui permet une

prolifération illimitée, malgré des indices métaboliques bas.
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Il a été montré que I’inactivation de la protéine LKB1 sur lignée cellulaire augmente la
motilité cellulaire et le caractére invasif des cellules et induit 1’expression de marqueurs
mésenchymateux (141). LKB1 est de ce fait impliqué dans le processus de TEM. Dans un
modele de souris mutées pour K-RAS et plus ou moins invalidées (par knockdown) pour LKB1
développant des CBNPC, Carretero et al. ont mis en évidence I’activation de la TEM au niveau
des métastases. La perte de LKB1 module les voies de régulation de la migration cellulaire.
L’étude du profil d'expression génique montrait que des molécules impliquées dans la migration
cellulaire comme Src et FAK (Focal Adhesion Kinase) étaient élevés dans les tumeurs K-RAS

muté/Lkb1 -/- par rapport aux tumeurs K-RAS muté/Lkb1 +/+ (128).

2.2.3. LKBI1 et carcinomes pulmonaires

LKBI est particulierement altéré :
e chez les patient fumeurs,
e non-asiatiques,
e dans les adénocarcinomes pulmonaires
e dans les tumeurs peu différenciées.

La concomitance d’autres mutations associées comme celles de P53, K-RAS, P16 et BRGI est

fréquente (142).

Le tableau 4 résume les principales données concernant LKB1 et cancer pulmonaire par ordre

chronologique de publication.
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Tableau 4 : Résumé des résultants de plusieurs études rapportant des anomalies de LKB1 dans

le cancer pulmonaire d’apres (140):

Auteur, date Observations Méthode
Virmani et al . .
(1998) -LOH en 19p13.2 sur 10/12 lignées cellulaires de CBNPC et 3/9 de CE Allélotypage par PCR
Sobottka et al . . Analyse des  microsatellites par
-LOH en 19p sur 7/12 (58%) métastases cérébrales de CBNPC
(2000) PCR et séquengage génomique
Sanchez- -Mutation de LKB1 dans : 15/20 ADK primitifs, 0/12 CE primitifs, et
. . PCR i tellite, S
Cespedes 2/9 lignées cellulaires de CBNPC ficrosatetiiie, - sequensage
direct, PCR long-range
etal (2002)

-1/20 tumeurs a promoteur hypermethylé

Méthylation-spécifique PCR

Ghaffar et al
(2003)

-Perte de LKB1 dans : 9/35 des ADK, 10/96 des AAH (7/33 AAH de
haut grade et 3/63 AAH de bas grade)

Immunohistochimie

Fernandez et al

(2004)

-5/19 ADK avec mutation ponctuelle de LKB1 10/18 LOH en 19p

-Aucune méthylation du promoteur de LKB1

Séquencage direct ,long-range PCR
Methylation-specific PCR,
FISH

Carretero et al

(2004)

-6/11 ADK avec mutation de LKB1 (dont certains avec une mutation
de K-RAS surajoutée)
-0/11 CE mutés

Allelotypage en PCR et en

séquencage

Matsumoto et

-Lignées cellulaires de cancer pulmonaire mutées pour LKB1:
13/31 ADK, 1/2 ADSq, 3/11 CE,3/7 CGCet 1/19 CPC

-2 lignées cellulaires de cancer pulmonaire sans mutation de LKBI

2007) mais sans expression du geéne LKBI1, suggérant une régulation | RT-PCR, séquengage génomique
épigénétique
-Mutation de LKB1 dans des tumeurs pulmonaires primitives: 1/106
tumeurs de stade I, 7/91 hommes fumeurs, 0/64 femmes non fumeuses
-Mutation de LKBI1 (1 seule copie) sur carcinome pulmonaire primitif:
19/80 ADK, 6/42 CE, 1/7 CGC, 1/4 adénosquameux Séquengage direct,
Jietal (2007) multiplex ligation dependent probe

-Mutation homozygote de LKB1: 8/80 adénosquameux, 2/42 CE

(coexistence fréquente d’une mutation de K-RAS et de P53)

amplification probe amplification

Onozato et al

(2007)

-Cultures cellulaires mutées pour LKB1 dans: 3/8 ADK, 1/6 CE, 1/3
CGC, et 0/5 CPC
-3/100 tumeurs pulmonaires mutés pour LKBIldans une cohorte

japonaise (les 3 cas concernaient des hommes fumeurs)

Séquengage direct

Séquengage direct

Gao et al

(2010)

86 ADK de patients chinois: 6.9% de mutation somatiques de LKB1 (100%
d’hommes fumeurs), 10.5% de patients présentant un polymorphisme germinal
F354L de LKB1 (avec LOH pour cet alléle sur la tumeur pour 2 patients).

Les 2 tumeurs mutes pour K-RAS sont également mutées pour LKB1

Abréviations : LOH Loss of Heterozigosity (perte d’hétérozygotie), CBNPC carcinomes broncho-pulmonaires non

a petites cellules, CE carcinome épidermoide, CGC carcinomes a grandes cellules
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2.2.4. Perspectives thérapeutiques

Mahoney et al décrivent une sensibilité¢ de lignées cellulaires de CBNPC mutées pour LKBI1 et
K-RAS a un inhibiteur de MEK (le CI-1040). En effet, dans ces lignées, le médicament induit
une réduction du taux de prolifération de facon dose-dépendante. Par contre, les mutations de
LKBI et K-RAS a elles seules ne conferent pas la méme sensibilité. Les lignées mutées a la fois
pour K-RAS et LKB1 sont également sensibles a la rapamycine, un inhibiteur de m-TOR. Ces
données suggerent que le sous groupe des CBNPC mutés pour LKBI et K-RAS pourrait
bénéficier de thérapies ciblées contre mTor et contre les MAPKinases (Mitogen-activated protein

kinase) K-RAS, RAF et MEK.

Ficure 6: Voie de signalisation de LKB1 d’aprées Mahoney et al. 2009

LKB1 EGFR
4 v
AMPK KRAS
v l
TSC1/2 . BRAF
Rapamycin ‘| rRHEB S0
v
MEK1/2
mTOR
! ERK1/2
croissance cellulaire l
(augmentation de la - o——
masse tumorale) proliferation
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2.3.  Carcinomes pléomorphes et transition ¢épithélio-

mésenchymateuse

Bien que la carcinogenése des carcinomes sarcomatoides soit peu connue, 1’activation du
programme TEM est pressentie pour jouer un rdle clé dans la différentiation des cellules

carcinomateuses en cellules sarcomatoides.

Blaukovitsch et al ont étudié¢ en immuno-histochimie certains marqueurs impliqués dans
la TEM sur 22 carcinomes sarcomatoides de variante pléomorphe (31); plusieurs voies de
signalisation étaient explorées. Notchl est une protéine impliquée dans le développement
embryonnaire notamment dans la formation des valves cardiaques ou elle induit la TEM via
I’induction de Snail (144). Snail est un facteur de transcription répresseur de la E-cadhérine (cf
chapitre précédent). C-Jun est une protéine kinase pouvant induire la TEM dans certaines
conditions. En moyenne, 45% des cellules (intensité 1+) et seulement 5% des cellules (intensité
1+) étaient respectivement marquées avec les anticorps anti-Notchl et anti-Snail dans le
contingent sarcomatoide. Snail n’était exprimé dans aucun noyau des cellules tumorales, le
marquage était cytoplasmique pur. Par contre, la fascine, une protéine de liaison a 1’actine
contribuant au phénotype migratoire et a la plasticité cellulaire, était fortement exprimée, tout
comme c-Jun. Le marquage était intense et cantonné aux cellules du contingent sarcomatoide.
L’analyse statistique montrait une forte corrélation entre 1’expression de la fascine et de c-Jun
(p=0.011), entre I’expression de la fascine et de la vimentine (p=0.006) et entre 1’expression de
c-Jun et de la vimentine (p=0.046). Par contre, il n’y avait pas de corrélation entre les protéines

Notch et Snail et la vimentine ou la fascine.

Dans une plus grande série de 31 carcinomes pléomorphes, Pelosi et al ont confirmé que
c-Jun est accumulé dans le noyau des cellules sarcomatoides de la plupart des carcinomes
pléomorphes, impliquant un possible role de cette protéine dans 1’acquisition du phénotype
tumoral «mésenchymateux ». La fascine était aussi abondamment exprimée dans le composant

mésenchymateux des carcinomes pléomorphes. Aucune étude depuis n’a exploré cette voie (29).

Dans une étude portant sur 27 cas de carcinomes sarcomatoides, certains marqueurs
impliqués dans le processus de TEM étaient explorés en immuno-histochimie dans le but d’aider
au diagnostic différentiel avec les sarcomes a cellules fusiformes ou pléomorphes. Contrairement
a ce qui était attendu, aucune différence significative d’expression n’a été observée pour les

claudines 1 et 7 (protéines structurelles nécessaires au maintien des jonctions serrées
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intercellulaires épithéliales), la E-cadhérine, la cadhérine placentaire, 14-3-3Sigma (une protéine
régulatrice négative du cycle cellulaire), Twist, et Slug. Seul I’anticorps anti-AE1/AE3 (pan-
cytokératine de large spectre) marquait préférentiellement les carcinomes sarcomatoides de

maniere statistiquement significative (149).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Le premier objectif était de redéfinir I’immuno-phénotype des carcinomes sarcomatoides
dans le but de distinguer différents sous-types. Pour préciser le phénotype immuno-
histochimique, une étude des marqueurs classiques utilisés pour différencier le carcinome
épidermoide de I’adénocarcinome dans les CBNPC ¢était conduite. Ensuite, des anomalies
moléculaires classiques comme les mutations de K-RAS ou EGFR et plus récemment décrites
comme la mutation de LKBI, I’hyper expression de c-MET et de la protéine de fusion EML4-
ALK, ainsi que I’amplification de FGFR1 et de EGFR en FISH étaient également recherchées

pour préciser le phénotype moléculaire.

L’existence d’un continuum entre des structures bien différenciées (malpighienne ou
adénocarcinomateuse) et un contingent d’allure mésenchymateux dans les carcinomes
sarcomatoides faisait de cette tumeur un support parfait pour 1’étude immunohistochimique du
processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). L’idée émergente a priori, était de
corréler le « profil TEM » avec les anomalies des génes K-RAS et de LKBI1, ce dernier étant

défini comme un géne suppresseur de tumeur impliqué dans la TEM.
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MATERIELS ET METHODES

1. Données cliniques

1.1.  Sélection des patients

24 patients opérés dans le service de chirurgie thoracique du CHU de Grenoble entre
1990 et 2011 ont été initialement inclus dans cette étude. Les criteres de sélection étaient les
suivants: diagnostic de carcinome sarcomatoide pulmonaire primitif pour lequel du matériel
tissulaire tumoral congelé était disponible. Le matériel est stocké au centre de ressources
biologiques (CRB) ; cette tumorothéque dispose aussi des données cliniques et du suivi des
patients. Les cas de carcinosarcomes et blastomes pulmonaires étaient volontairement écartés. A
I’issue de la relecture des lames par les Pr E Brambilla et S Lantuejoul, 2 tumeurs ont été
reclassées : 1’'une en synovialosarcome biphasique et l’autre en tumeur myofibroblastique

inflammatoire.

1.2.  Caractéristiques cliniques des patients

1.2.1. Age/sexe

L’age des patients est compris entre 41 et 79 ans avec une moyenne de 62,5 ans (médiane

=61.5 ans). 7 femmes et 15 hommes ont été inclus pour cette étude.

1.2.2. Exposition toxique

5 patients sont des anciens fumeurs, 16 patients des fumeurs actifs et 1 patiente n’a jamais
fumé. Les patients fumeurs ont une consommation moyenne de 35.9 paquet-années (médiane

32.5).

Plusieurs patients ont été¢ expos€s a des toxiques : fibres d’amiante (3 cas), fumées de

soudage (2 cas), huiles de coupe huiles d'usinage (1 cas) et formaldéhyde et méthanol (1 cas).
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1.2.3. Examen clinique au diagnostic

Le mode de révélation était la toux dans 8 cas, une hémoptysie dans 4 cas et une douleur
thoracique dans 2 cas. Dans 4 cas la tumeur était découverte a 1’occasion d’un examen

systématique. Pour 4 cas, le mode de révélation n’est pas connu.

18 patients présentaient une perte de poids inférieure a 10% du poids de référence au
moment du diagnostic et 4 patients une perte de poids supérieure a 10% du poids de référence.
L’évaluation de I’état général a 1’aide de I’échelle de performance de ’OMS dénombrait 3
patients d’indice O (activité normale), 10 patients d’indice 1 (activité diminuée), 9 patients

d’indice 2 (autonome mais sans activité professionnelle).

1.2.4. Traitement

Aucun patient n’a regu de traitement néo-adjuvant.

7 patients ont recu un traitement par chimiothérapie néo-adjuvante a base de vinorelbine
(navelbine®) et cisplatine pour 6 d’entre eux et a base de docétaxel (taxotere®), cisplatine et

bevacizumab (avastin®) pour 1’'un d’entre eux.

6 patients ont bénéficié¢ d’une radiothérapie néo-adjuvante (doses comprises entre 48 et

54 grays).

2. Matériel biologique

2.1.  Conditionnement du prélevement et technique standard

Immédiatement apres 1’exérése chirurgicale, un examen macroscopique de la picce
fraiche permet d’orienter les prélévements en zone tumorale et non tumorale ; ces prélevements
sont réalisés en condition « RNase free » (utilisation d’un kit de prélévement stérile pour éviter
toute contamination par des RNases exogenes, enzymes capables de digérer ’ARN donc
déléteres pour la qualité du matériel congelé). Ces derniers sont plongés dans I’iso pentane
liquide refroidi dans de 1’azote liquide, puis conservés a -80°C. Ils serviront a 1’extraction
d’ADN pour I’analyse des mutations de LKB1 et pour I’étude mutationnelle de K-RAS et EGFR
pour certains cas dont I’ADN extrait a partir des copeaux de paraffine était mal conservé (blocs

trop anciens). Le reste de la piece est fixé dans du formol tamponné pendant 72 heures.
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Un échantillonnage de la tumeur (ou la totalité¢ selon sa taille) et du parenchyme
pulmonaire a distance sera prélevé puis inclut en paraffine. Les coupes en paraffine sont colorées
a ’HES (Hématoxyline, Fosine, Safran) pour le diagnostic histopathologique de la tumeur

correspondante selon les criteres de la classification internationale de I’OMS.

Le diagnostic anatomo-pathologique a ¢été réalisé par les Professeurs E. Brambilla et S.
Lantuejoul et les Docteurs D. Salameire et C. Faure (Département d'Anatomie et Cytologie

Pathologiques, Pr E. Brambilla, CHU de Grenoble).

2.2.  Caractéristiques histologiques des tumeurs

Le matériel histologique provient de 20 pieces de lobectomies ou de pneumonectomies et

de 2 biopsies ganglionnaires chirurgicales.

Les 22 tumeurs ont été classées par type histologique et selon la classification
internationale de ’OMS/IASLC (2004) et par stade selon la classification TNM. La répartition

est la suivante :

e 15 carcinomes pléomorphes :
o 5 avec contingent épithélial de type adénocarcinome,
o 4 avec contingent épithélial de type malphighien,
o 5 avec contingent épithélial de type carcinome a grandes cellules
o 1 avec contingent épithélial de type adénosquameux,

e 7 carcinomes sarcomatoides a cellules géantes et/ou fusiformes

La taille tumorale variait de 1 a 14 cm avec une moyenne de 4,8 cm. 11 tumeurs étaient
périphériques intraparenchymateuses, 6 tumeurs étaient sous pleurales et 5 tumeurs étaient

proximales (dont 3 sous forme de bourgeon endobronchique) (tableaux 6 24 9 en annexe).

Des emboles vasculaires étaient présents dans 9 cas sur les piéces de lobectomie ou

pneumonectomie.

On dénombrait 4 tumeurs de stade 1A, 3 de stade IB, 5 de stade IIA, 3 de stade IIB, 2 de
stade IIIA, 1 de stade IIIB et 2 de stade IV (tableau 7 en annexe). Les 2 patients ayant bénéficié
d’une biopsie chirurgicale ganglionnaire n’ont pas eu d’exérese chirurgicale de la tumeur du fait
du caractére métastatique d’emblée de la maladie (stade IV). Pour ces patients, la taille de la

tumeur (T de la classification TNM) était évaluée radiologiquement.
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Pour les patients 11 et 18, classés stade IV en raison de la présence de métastases, le

statut métastatique était méconnu avant la chirurgie.

3. Examen immunohistochimique

3.1.  Technique d’immuno-histochimie en paraffine

Apres fixation pendant 24 heures par le formol tamponné et inclusion du prélévement en
paraffine, des coupes de 3um sont réalisées au microtome et étalées sur lames pré-traitées de

type Superfrost Plus. Les lames sont mises a 1’étuve (au minimum pendant 1 heure a 60°C).

Les étapes suivantes se font sur automate (Benchmark XT). Le kit de détection utilisé est

le kit UltraView (référence catalogue 760-500):
e déparaffinage
e inhibition des peroxydases endogenes

e démasquage antigénique : il se fait dans un tampon basique a base d’acide borique, de
pH 8.2 (appelé « CC1» BenchMark, Ventana) ou dans un tampon citrate de pH6
(« CC2 » BenchMark, Ventana). L’anticorps secondaire est un multimere. Il est constitué
d’un mélange d’anticorps de chevre anti-souris IgG, d’anti-souris IgM et d’anti-lapin
IgG. La révélation se fait par un chromogeéne DAB et son substrat H202 et d’un copper
qui intensifie cette révélation. Le multimeére ne contenant pas de steptavidine, il n’y a pas
de réaction non spécifique avec les biotines endogenes, ce qui permet de limiter le bruit

de fond.
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3.2.

Caractéristiques des anticorps utilis€s

cocktail de 2 Tampon CC1
AE1AE3 anticorps Dako M3515 p . 1/100e 32 minutes
Court (30 min)
monoclonaux
Zvmed Tampon CCl1
E-cadhérine 4A2C7 Y . 18-0223 Standard 1/50e 1 heure
Laboratories .
(60 min)
TTF-1 8G7G3/1 Neomarkers | MS-699-P Tampon CCI Amplification 1/50e | 1 heure a 42°C
Court (30 min)
Tampon CCl1
CK 5/6 D5/16B4 Dako M7237 Standard Amplification 1/50e | 1 heure a 42°C
(60 min)
Tampon CCl1
ALK/CD246 5A4 Abcam ab17127 Standard Amplification 1/50e 2 heures
(60 min)
Vimentine V9 Dako Mo725 | Lampon CCI 1/150¢ | 32 minutes
Court (30 min)
Tampon CCl1
P63 4A4 Dako M7247 Court (30 min) 1/75e lheure
Cell Tampon CC1
LKB1 27D10 . . #3050 Standard 1/100e | 1 heure a 42°C
Signaling .
(60 min)
FAK ab40794 Abcam EPeosy | lampon CC2 1/100e 1 heure
(36 min)
SNAIL ab63371 Abcam ab63371 | Tampon CC2 1/200e 1 heure
(36 min)
Tampon CC1 anticorps non précisd . \
c-Met Sp44 Ventana SP44 Standard prédilué en par 16 r;ll;luctes a
(60 min) seringue fournisseur|
Cell Tampon CCl1 1 heure a
mTOR 49F9 Sienalin #2976L Standard 1/100e température
g g (60 min) ambiante
L4 . ’ .
3.3.  Evaluation de I’expression

La lecture des lames a été effectuée sur un microscope multi-téte (Leica) par trois
observateurs (E. Brambilla, S.Lantuejoul et moi-méme), afin d’évaluer de manic¢re semi-
quantitative 1’expression de AE1/AE3, P63, CK5/6, TTF-1, ALK (protéine de fusion
EML4/ALK), vimentine, E-cadhérine, FAK (focal adhesion kinase), Snail, LKB1 et mTor dans

les 22 carcinomes pléomorphes sélectionnés.

Le marquage est d’abord évalué par un score prenant en compte le pourcentage de

cellules positives (de 0 a 100 %) ainsi que ’intensité du marquage (de 1 a 3), évaluée par
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rapport au contrdle interne. Pour établir ce score, nous avons retenu le plus grand nombre de

cellules marquées a intensité de marquage identique. Nos contrdles internes, sont les suivants:

e pour AEI/AE3 et E-cadhérine: 1’épithélium bronchique, bronchiolaire normaux et/ou
les pneumonocytes II de 1’épithélium alvéolaire dont I’intensité de marquage est

¢valuée a 3 (marquage cytoplasmique).

e pour P63 et CK5/6 : les cellules basales bronchiques dont I’intensité de marquage est

évaluée a 3 (marquages respectivement nucléaire et membranaire/cytoplasmique).

e pour TTF-1: les pneumonocytes II et les cellules de Clara de 1’épithélium alvéolaire

d’intensité de marquage évaluée a 3 (marquage nucléaire).

e pour la vimentine : les vaisseaux du stroma tumoral et/ou les vaisseaux pulmonaires
bronchiques et alvéolaires, d’intensit¢ de marquage ¢évaluée a 3 (marquage

cytoplasmique).

e pour FAK:I’épithélium bronchique, et les pneumonocytes II de I’épithélium

alvéolaire d’intensité de marquage évaluée a 3 (marquage cytoplasmique).

e pour Snail: les vaisseaux du stroma tumoral et/ou les vaisseaux pulmonaires
bronchiques et alvéolaires, d’intensit¢ de marquage ¢&valuée a 3 (marquage

cytoplasmique).

e pour LKBI1 : les cellules épithéliales bronchiques, d’intensité de marquage évaluée a 3

(marquage cytoplasmique).

e pour mTor: I’épithélium bronchique et/ou les pneumonocytes II de I’épithélium
alvéolaire présent au contact direct de la tumeur, dont I’intensité¢ de marquage est

¢valuée a 3 (marquage membranaire et/ou cytoplasmique).
e pour c-Met : 1’épithélium bronchique, d’intensité¢ de marquage évaluée a 2 (marquage
membranaire).
Pour une analyse comparative plus fine des marqueurs Snail et E-cadhérine, ces 2
marqueurs étaient étudiés sur un groupe controéle comportant 24 adénocarcinomes et 25

carcinomes épidermoides primitifs pulmonaires pour lesquels la méthode de scoring était

identique.

Le score total est obtenu en multipliant le pourcentage de cellules positives par 1’intensité

de marquage donnant des scores de 0 a 300.
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Une lecture qualitative a également été réalisée, on distinguait les localisations du
marquage: nucléaire, cytoplasmique et membranaire ainsi qu’une précision du contingent

marqué : épithélial versus sarcomatoide (cellules géantes et fusiformes).

4.Classement des tumeurs en plusieurs groupes a

Pissue de I’examen immuno-histochimique

L’analyse a été faite en 2 temps : dans un premier temps, une analyse morphologique
avec les colorations HES, PAS diastase et Kreyberg est réalisée pour évaluer les différents
contingents : adénocarcinome, carcinome épidermoide, carcinome adénosquameux, carcinome a
grandes cellules, carcinome a cellules géantes, carcinome a cellules fusiformes .

Dans un second temps, aprés examen immuno-histochimique, les tumeurs sont classées
en 3 groupes principaux en fonction de leur phénotype immuno-histochimique. On distingue :

e le groupe « ADK » pour adénocarcinome: architecture glandulaire et/ou expression

du TTF-1, absence de d’expression des cytokératines 5/6 et de la protéine P63

e le groupe «CE» pour carcinome épidermoide: ponts d’union intercellulaires,

kératinisation intra- et/ou extra-cellulaire, expression obligatoire des cytokératines 5/6
et de la protéine P63, absence d’expression du TTF-1

e le groupe « TTF-1-/P63- » pour carcinome a cellules géantes : contingent a cellules

géantes et/ou fusiformes plus ou moins associé¢ a un contingent épithélial de type
carcinome a grandes cellules, sans aucune expression des marqueurs 5/6, P63 et TTF-
1. Ce groupe comporte 5 carcinomes a cellules géantes et fusiformes et 1 carcinome
pléomorphe avec carcinome a grandes cellules.

Le seul cas de carcinome pléomorphe de type adénosquameux avec cellules géantes
(« ADS ») n’a été intégré dans aucun groupe.

Ainsi, lorsqu’un carcinome a cellules géantes et fusiformes exprimait la P63 et la CK5/6,
il était classé dans le groupe « CE », son phénotype immuno-histochimique primant sur la

présentation morphologique (schéma).
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5. Analyse moléculaire

5.1.  Analyse du statut mutationnel de K-RAS et EGFR

Les étapes successives sont les suivantes :

e Sélection du bloc de paraffine d’intérét avec évaluation du pourcentage de cellules
tumorales

e Coupes de copeaux de paraffine de 5 ou 10 pm d’épaisseur

e Déparaffinage au traitement par xyléne

e Digestion protéolytique avec la protéinase K pendant 48heures a 56°C puis extraction de
I’ADN

e Amplification de I’ADN par technique de PCR nichée avec 4 amorces:

- premicre étape d’amplification par PCR a 58°C pendant 20 cycles.

- seconde étape qui consiste a mettre en contact dans un volume de 50pL : 2pL du
produit de la premiere PCR, 20pmol de chaque amorce, 1.5 mmol/L de chlorure de magnésium
(MgCl2), et 1.25 U de FastStart Taq DNA polymérase (Roche).

-le programme de PCR inclut une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 minutes
puis 45 cycles a 95°C pendant 20 secondes, 65°C pendant 20 secondes, 72°C pendant 20
secondes puis une extension finale a 72°C pendant 20 secondes

-le produit de la PCR (10uL) est analysé sur électrophorese sur gel d’agarose pour
confirmer la présence d’un amplicon d’un nombre de bases précis.

-le brin a séquencer est isolé avec dénaturation dans une solution d’hydroxyde de
sodium a 0.2-mol/L NaOH, et hybrid¢ avec I’amorce de séquence.

-le pyroséquencage a été effectué sur un appareil de type PyroMark ID (Biotage)

suivant les instructions du fabricant.

Contrairement a plusieurs études, nous n’avons pas réalis¢ d’analyse comparative du
statut mutationnel sur les contingents épithélial et sarcomatoide. En effet, un bloc ou les 2
contingents étaient présents été sélectionné pour les analyses moléculaires, bloc utilisé également

pour I’analyse immno-histochimique et ’analyse en FISH.
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5.2.  Analyse du statut mutationnel de LKB1

La recherche de mutation du gene STK/71/LKB1 a été effectuée par les docteurs E. Pros et
M. Sanchez Cespedes (Programa Epigenetica i1 Biologia del Cancer-PEBC, Institut
Investigacions Biomediques Bellvitge (IDIBELL), Hospital Duran i Reynals, Av. Gran Via de
I’Hospitalet, 199-203, 08907 Hospitalet de Llobregat-Barcelona, Spain e-mail:

mscespedes@idibell.cat) par séquencage direct selon la technique de long-range PCR. Tous les

exons et les introns ont été séquencés.

5.3.  Recherche d’amplification de FGFR et EGFR en FISH

L’analyse a ¢ét¢ conduite a partir de coupes de paraffines de 3um. Les étapes
successives ont ¢t les suivantes : déparaffinage des lames, prétraitement et traitement par la
protéase, dépot de la sonde, dénaturation puis incubation, ringage, contre coloration des
noyaux au DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) puis montage des lames. Les signaux
d’hybridation ont ensuite été capturés sur une station Metafer (Metasystems) avec un objectif
X 63 en immersion a huile, a 1’aide d’un microscope a fluorescence (M1, Zeiss) équipé des
filtres appropriés et d’une caméra CCD, et en utilisant le logiciel de capture et d’analyse FISH

Metafer 4. Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI/Vectashield (Vektor Laboratories).

Pour FGFRI, les références de la sonde de détection utilisée étaient :ZytoLight ®
SPEC FGFRI/CEN 8 Dual Color Probe (Clinisciences). Un fluorochrome orange
(fluorescence directe) est couplé a une séquence spécifique de la région centromérique du

chromosome 8 ; un fluorochrome vert est couplé a la séquence du géne FGFR1, situé en 8p12.

Pour EGFR, les références de la sonde de détection utilisée étaient : Abott Molecular
® Vysis LSI EGFR SpectrumOrange / CEP 7 SpectrumGreen Probe. Un fluorochrome vert
est couplé a une séquence spécifique de la région centromérique du chromosome 7 ; un

fluorochrome orange est couplé a la séquence du géne EGFR, situé en 7p12.
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6. Analyses statistiques

L’analyse statistique de I’expression des différents marqueurs a été effectuée pour nos
trois groupes de tumeurs : les carcinomes pléomorphes a phénotype adénocarcinomateux, les
carcinomes pléomorphes a phénotype épidermoide, les carcinomes pléomorphes a cellules

géantes et/ou fusiformes sans phénotype particulier.

Le but de cette étude est de mettre en évidence et d’illustrer si possible le phénomene
de transition épithélio-mésenchymateuse a 1’aide de marqueurs immuno-histochimiques

mettant en évidence des protéines impliquées dans ce processus.

L’ensemble de ces résultats a été obtenu avec le logiciel de statistiques Origin®. La

comparaison de groupe était effectuée avec le test t de Student.
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RESULTATS

Les tableaux 6 a 9 présentent les principales données concernant notre cohorte ; ils

figurent dans le chapitre « annexes ».

1.  Suivi clinique

Le suivi clinique des patients a été réalisé tres régulierement, les dates de dernicres

nouvelles pour les patients survivants s’étendent du 31/01/2011 au 30/09/2011.

8 sont en remissions compléte : 4 patients du « groupe ADK » (diagnostiqués en 2006,
2009, 2009 et 2011 de stades respectifs IB, IIIA, IB et IIA), 2 patients du « groupe CE »
(diagnostiqués en 1992 et 2006 de stades respectifs IA et IB) et 2 patients du « groupe TTF-1-
/P63-» (diagnostiqués en 2007 et2009 de stades respectifs IIIA et IA). 4 patients opérés entre
2007 et 2010 sont au stade métastatique de la maladie. 9 patients sont décédés des suites de la

maladie (survie sans progression moyenne de 2,9 ans et survie globale moyenne de 5,7 ans).
Un patient est décédé en période post-opératoire immédiate de la pneumonectomie.

Du fait de la petite taille de cet échantillon, il n’a pas été réalisé de courbes de survie

de type Kaplan Meyer.

La survie sans progression était de 1,4 ans pour les stades III et IV et 2,9 ans pour les

stades I et II sans différence statistiquement significative (p=0,300).

2. Analyse morphologique en colorations HES, PAS
diastase et kreyberg

On dénombrait apres cette analyse histopathologique : 6 cas a contingent glandulaire,
4 cas a contingent a grandes cellules, 7 cas de carcinomes cellules géantes et/ou fusiformes et
1 carcinome adénosquameux (Figure 7) Les mucines étaient positives pour 3 des 6
adénocarcinomes ; par définition, elles étaient négatives pour tous les carcinomes a grandes

cellules et carcinomes épidermoides.
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3. Etude immuno-histochimique avec TTF-1, P63
et CKS5/6, puis classement en groupes selon
PPimmuno-phénoype:

A I’issu du classement, on dénombrait 7 cas dans le « groupe ADK », 6 cas dans le
« groupe TF1-/P63-», 8 cas dans le « groupe CE » et 1 carcinome adénosquameux. La figure

7 résume les étapes du classement.

Figure 7 : analyse morphologique puis immuno-histochimique pour le classement des

carcinomes sarcomatoides de notre série en sous groupes immuno-phénotypiques :

6ADK = o ! "
| 5 Grandes 7C gean_tes /1 ACE 1ADS
20280% | cellules J Cfusif |
i | L e
e [ | y ] : 1 ; i . i ‘ —l ; - L

| 1TTF1 - ‘ S5TITF1 + 2TTF1 + !2 S/t 1TTF1 - 5TTF1- 2 TTE1- ATTF1- TTF1+
ck5/6- | | ck5/6- ck5/6- beas ck5/6- ck5/6- | | k5/6+ | | ck5/6+ (K5/6+
PE3- || Pe3- P63- P63- | | P63- P63+55 | | P63+ | | P63+ |
M e s €3 | . | x .
" Z \ / -
7ADK 6 TTF1-/P63- 8CE| |1ADS
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3.1.  Cytokératine 5-6 et P63

Figure 8 : expression de la cytokératine 5/6 dans les contingents épithélial et sarcomatoide :

I contingent épithélial
[ contingent sarcomatoide

- NN
s 8 8

score immuno-histochimique CK5/6
8

0

TTF-/P63-

groupes par phénotype immuno-histochimique

Figure 9: expression de la protéine P63 dans les contingents épithélial et sarcomatoide :

I contingent épithélial
[ contingent sarcomatoide

250

200

150

100

score immuno-histochimique P63

TTF-/P63-

groupes par phénotype immuno-histochimique

Par définition, tous les cas du « groupe CE » expriment, au moins sur le contingent épithélial, la
protéine P63. Si la cytokératine 5-6 est faiblement exprimée dans le contingent sarcomatoide (1
seul cas sur 7, de score 40), la P63 est exprimée dans 4 cas sur 7 dans le contingent sarcomatoide

(score moyen de 67).
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3.2, TTFE-1

Figure 10: expression du TTF-1 dans les contingents épithélial et sarcomatoide :

[ contingent épithélial
[ contingent sarcomatoide

score immuno-histochimique TTF1

groupes par phénotype immuno-histochimique

Seuls les cas du « groupe ADK » expriment le TTF-1.

Dans le « groupe ADK », 4 cas avec une morphologie d’adénocarcinome expriment le
TTF-1 : 2 cas montrent une positivité sur les 2 contingents épithélial et sarcomatoide (photo 9) et
2 cas une positivité dans le contingent ¢pithélial seul. Les 2 cas a morphologie de carcinome a
grandes cellules sont positifs sur les 2 contingents épithélial et sarcomatoide. Enfin, 1 de nos cas
de morphologie d’adénocarcinome solide avec composante a croissance 1épidique est négatif
pour TTF-1 sur les 2 contingents. Lorsque le carcinome adénosquameux exprimait le TTF-1 dans

le contingent épithélial, il n’exprimait pas la protéine P63.et vice versa.
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Etude des marqueurs classiques, des marqueurs de

la TEM et de la protéine ALK

3.3.  Etude des marqueurs classiques (vimentine et

cytokératines)

3.3.1. Cytokératines

Figure 11 : expression des cytokératines dans les contingents épithélial et sarcomatoide:

Une seule tumeur n’exprimait pas les cytokératines sur le contingent épithélial dans les cas de
carcinomes pléomorphes. Pour ces derniers, le contingent sarcomatoide etait marqué dans 6 cas
sur 13. Dans le groupe TTF-1-/P63-, les tumeurs n’exprimaient pas les cytokératines, ou de
facon focale, avec faible intensité.

I contingent épithélial
contingent sarcomatoide

w
8
1

nN
8
1 2

n
8
1

100 4

score immuno-histochimique AE1-AE3
g
1

m
TTF-/P63- | ADS |

groupes par phénotype immuno-histochimique

Certaines données sont manquantes.
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3.3.2. Vimentine

Figure 12 : expression de la vimentine dans les contingents épithélial et sarcomatoide :

I contingent épithélial
[E2 contingent sarcomatoide
3004 g
250 |

200

150

score immuno-histochimique vimentine

groupes par phénotype immuno-histochimique

Toutes les tumeurs de notre série expriment la vimentine dans le contingent sarcomatoide
(a cellules géantes ou a cellules fusiformes) mais également dans le contingent épithélial (figure
12). Le score d’expression dans le contingent épithélial est plus élevé dans les adénocarcinomes
(score moyen de 97) que dans les carcinomes €pidermoides (score moyen de 19) méme si cette
différence n’est pas significative (p=0.11). Au niveau du contingent sarcomatoide, 1’expression
de la vimentine est intense avec des scores moyens de 142, 177 et 134 pour respectivement les

groupes ADK, TTF-1-/P63- et CE (photos 7, 20, 40).

3.4.  Expression des marqueurs de la TEM

34.1. LKBI

Les scores moyens de marquage sont respectivement de 53, 77 et 108 pour les groupes
« ADK », « TTF-1-/P63-» et «CE». Le score de marquage par le LKBI1 n’est pas
significativement différent en fonction du phénotype tumoral (ADK vs TTF-1-/P63- p=0.50, CE
vs TTF-1-/P63- p=0.14 et ADK vs CE p=0.38). Le marquage par LKB1 était soit cytoplasmique
pur, soit cytoplasmique avec renforcement membranaire et rarement membranaire pur. Au sein

d’'une méme tumeur, on pouvait trouver les différents types de marquage. L’intensité de
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marquage ¢était souvent hétérogéne au sein d’'une méme tumeur avec des aspects en ciel étoilé ou
des cellules isolées présentaient un fort marquage membranaire (photos 23, 24, 30, 31). Aucun

marquage nucléaire n’était retrouvé.

Figure 13: expression globale (dans les contingents épithélial et sarcomatoide) de la protéine
LKBI1 :

I score global sur contingents
épithélial et sarcomatoide

N
8
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groupes par phénotype immuno-histochimique
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3.4.2. Snail

Le marquage avec Snail était soit de type cytoplasmique, soit de type périnucléaire ou

nucléolaire.

Figure 14 : expression CYTOPLASMIQUE de Snail (contingents épithélial et sarcomatoide) :

I contingent épithélial
[ contingent sarcomatoide
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TTF-/P63-

groupes par phénotype immuno-histochimique

L’expression cytoplasmique de Snail (photos 22, 34) est plus forte sur le contingent
sarcomatoide dans le sous-groupe « TTF-1-/P63-» que dans les groupes « ADK » et « CE »

(résultats a la limite de la significativité avec respectivement p=0.06 et p=0.08).

Figure 15 : expression nucléaire de Snail (dans les contingents épithélial et sarcomatoide) :
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Rares étaient les tumeurs exprimant Snail au niveau du noyau (photo 13).

Figure 16 : expression CYTOPLASMIQUE de Snail, sur les contingents épithélial et

sarcomatoide:

[_JADK classiques

| CE classiques
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groupes histopathologiques

L’expression cytoplasmique de Snail est significativement plus forte sur le contingent
sarcomatoide dans le sous-groupe « TTF-1-/P63- » que dans les groupes « ADK classique » et

« CE classique » (p=0.033 et p=0.027).
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Figure 17 : expression CYTOPLASMIQUE de Snail, comparant 1’expression entre tous les

carcinomes sarcomatoides confondus (soit sur le contingent épithélial, soit sur le contingent

sarcomatoide) et les carcinomes classiques:

[_1CBNCP

250 — [ carcinomes sarcomatoides,
% contingent épithélial
5 | carcinomes sarcomatoides,
2 200 contingent sarcomatoide
.(_E
@
® 150 |
©
w
=)
G 100
=
(]
S s
o
(o]
=
O 04 -
[ =
o
12
> 50
e
o
é T T T

A c o

classification histopathologique

L’expression cytoplasmique de Snail est plus forte dans les carcinomes sarcomatoides
que dans les carcinomes épidermoides et glandulaires (regroupés sous le terme discutable de
« CBNPC » dans ce tableau). Ceci est valable pour 1’expression au sein du continegnt épithélial

(p=0.062) comme au sein du contingent sarcomatoide (p=0.029).
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3.4.3. E-cadhérine

Sur certains cas, on observe une perte progressive du marquage circonférentiel au niveau

de la périphérie des massifs épithéliaux (front d’invasion tumoral).

La E-cadhérine n’était jamais exprimée sur le contingent sarcomatoide, sauf au niveau de
2 tumeurs : 1 carcinome a grandes cellules et a cellules géantes/fusiformes ou le marquage était
évalué a 20%, intensité ++ sur le contingent a cellules fusiformes et 1 cas d’adénocarcinome ou

le marquage était évalué a 20%, intensité +, sur le contingent a cellules épithéliales/fusiformes.

Figure 18: expression de la E-cadhérine dans les contingents épithélial et sarcomatoide :
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Figure 19: expression comparée de la E-cadhérine dans le contingent épithélial:
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Tableau 5 : comparaison du score d’expression cytoplasmique de E-cadhérine sur le contingent

épithélial avec le test t de Student (test de comparaison de groupes)

P*
ADK classique CE classique 0.34
ADK classique carcinome sarcomatoide, groupe ADK 0.07
ADK classique carcinome sarcomatoide, groupe TTF-1-/P63- 0.0001
ADK classique carcinome sarcomatoide, groupe CE 0.051
CE classique carcinome sarcomatoide, groupe ADK 0.01
CE classique carcinome sarcomatoide, groupe TTF-1-/P63- 0.000008
CE classique carcinome sarcomatoide, groupe CE 0.008
carcinome sarcomatoide, groupe ADK carcinome sarcomatoide, groupe TTF-1-/P63- 0.1
carcinome sarcomatoide, groupe ADK carcinome sarcomatoide, groupe CE 0.95
carcinome sarcomatoide, groupe TTF-1-/P63- carcinome sarcomatoide, groupe CE 0.049

*significativité des résultats en cas de p<0.05

Ces résultats montrent que I’E-cadhérine est davantage réprimée dans les carcinomes
sarcomatoides par rapport aux carcinomes classiques. Le score de marquage pour la E-cadhérine
est significativement plus faible dans le groupe « TTF-1-/P63- » par rapport aux groupes « CE
classique », « ADK classique » et « carcinome sarcomatoide, groupe CE ». Il en est de méme
pour le groupe « carcinome sarcomatoide, groupe CE » ou le score est plus faible que pour le

groupe « CE classique ».

34.4. FAK

[ score global sur contingents
épithélial et sarcomatoide
300

250

200

score immuno-histochimique FAK

ADK CE TTF-/P63- ADS

groupes par phénotype immuno-histochimique
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La protéine FAK fait partie de la famille des kinases de 1'adhérence focale, qui sont des
protéines riche en prolines. Cette protéine est particuliecrement exprimée dans des cancers du
sein, de la prostate, du colon, de la glande thyroide, du mésenchyme et des ovaires. FAK est

impliquée dans la formation de métastases via la migration cellulaire.

L’expression de FAK est globale est diffuse sur I’ensemble des cas (photo 15). Il n’y a pas de

différence significative entre les sous groupes.

3.4.5. m-Tor

I contingent épithélial
2 contingent sarcomatoide

250

200

score immuno-histochimique m-Tor

0+ sl || [ ]| ~ - L ‘HCEE

TTF-/P63-
groupes par phénotype immuno-histochimique

La protéine m-Tor est exprimée dans les 2 contingents €pithélial et sarcomatoide. Il n’y a pas de

différence significative d’expression entre les groupes.
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3.4.6. Expression de c-Met

I contingent épithélial
[ contingent sarcomatoide

score immuno-histochimique c-Met

0 5 10 15 20

groupes par phénotype immuno-histochimique

c-Met est principalement exprimé dans le contingent épithélial, surtout dans les
adénocarcinomes et dans le seul cas de carcinome adénosquameux. Il est faiblement exprimé

par les cellules sarcomatoides (géantes ou fusiformes).

3.5.  Expression de ’ALK

Aucune des tumeurs analysées n’étaient marquées avec 1’anticorps anti-ALK.
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4. Analyses moléculaires

4.1. Statut EGFR

Aucun de nos cas ne présentait de mutation de ’EGFR. Sur les 10 cas analysés en FISH, 3 cas
présentaient une amplification du géne EGFR (scores 5, 6 et 6) (1 cas dans le groupe ADK et
2 cas dans le groupe TTF-1-/P63-) et 1 cas une haute polysomie du geéne (appartenant au
groupe TTF-1-/P63-).

4.2.  Statut K-RAS

4 tumeurs renfermaient une mutation de I’oncogéne K-RAS, de type classique, au niveau du
codon (figure 20). Pour 3 cas un contingent adénocarcinomateux était reconnaissable des

I’examen en HES ; le 4éme cas comportait un contingent adénosquameux.

Figure 20 : Résultat de I’analyse mutationnelle des codons 12 et 13 de 1’exon 2 sous forme de

pyrogramme (cas 4)
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4.3. mutation de LKB1

Un seul de nos cas présentait une mutation de LKB1 de type « frame-shift », avec décalage du
cadre de lecture. Le cas correspondait a un carcinome sarcomatoide avec un contingent
adénocarcinomateux bien différencié (a croissance Iépidique, papillaire et acinaire). Une

mutation de K-RAS ¢était associée. La patiente était fumeuse (17 paquet-années).

4.4.  amplification de FGFRI1

Les résultats préalables de I’étude de I’amplification du géne FGFR1 en FISH réalisée
préférentiellement sur les cas du sous-groupe CE ne mettent en évidence aucune anomalie de ce

gene.
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DISCUSSION

1. Données cliniques

6 patients, soit 27%, ont été exposés a des toxiques pendant leur activité professionnelle
alors que le pourcentage de CBNPC en relation avec des expositions professionnelles ne dépasse
pas 15% (145). Si le facteur de risque principal de la survenue d’un carcinome sarcomatoide
retenue dans presque toutes les études clinique est 1’exposition tabagique (ce que nous
confirmons dans cette ¢tude), D’exposition a d’autres toxiques, notamment d’origine
professionnelle doit étre considérée du fait du fort taux d’association dans notre série par rapport
aux CBNPC. Il pourrait y avoir un mécanisme direct entre le toxique et I’émergence d’un
contingent sarcomatoide. Dans notre série, 3 patients (soit 14%) ont été en contact avec des
fibres d’amiante. Cette association a déja été décrite dans la littérature (3% des patients dans la
série de Fisback portant sur 78 carcinomes sarcomatoides) (1, 17). L’exposition a I’amiante

serait responsable de 4.2 % des CBNPC chez les hommes et 2.9 % chez les femmes (146).

L’amiante est le facteur de risque principal de survenue de mésothéliome malin et 1’on
sait que ces tumeurs peuvent é&tre biphasiques, offrant une transition entre des cellules
mésothéliales bien différenciées (épithélioides) et des cellules mésothéliales trés peu
différenciées, fusiformes dites sarcomatoides. D’autres mésothéliomes sont purement
sarcomatoides. L’amiante pourrait étre un inducteur direct du phénotype sarcomatoide, mais ces
données doivent étre vérifiées sur un échantillon plus large. Si les mécanismes de carcinogénese
dus a I’amiante ne sont pas €lucidés, la voie de D’activation de la TEM a été récemment

incriminée (146)

2 patients ont été exposés a des fumées de soudage : un patient du groupe ADK et le
patient présentant un carcinome adénosquameux. En effet, ces toxiques sont connus comme
responsables d’un risque relatif combiné de survenue de cancer broncho-pulmonaire de 1.26,

surtout des adénocarcinomes (147).
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2. Aspects morphologiques

Dans 15/22 cas, un contingent ¢pithélial était identifiable a I’examen HES. Les 2
contingents épithélial et sarcomatoide étaient toujours en connexion directe. Toutefois, la
transition entre les contingents était plutdt abrupte, avec un continuum morphologique sur un

intervalle de quelques cellules (photos 7, 8, 37).

Dans 7/22 cas, la totalité de la tumeur était constituée de cellules indifférenciées, soit
géantes, soit fusiformes, souvent intimement mélées. Les cellules géantes étaient uni ou pluri-
nucléées. Il y avait un continuum morphologique entre des cellules cohésives de grandes
taille, proche morphologiquement du carcinome a grandes cellules et des cellules devenant
progressivement discohévives puis détachées les unes des autres avec un aspect « ébranlé »
(ou les cellules sont isolées les unes des autres au sein d’un stroma inflammatoire) (photos 4,
16,27). L’étude immuno-histochimique anti-cytokératines permettait la mise en évidence du

phénotype épithélial, non suspecté morphologiquement, dans 4 cas sur 6 (photo 18 et 19).

Les carcinomes pléomorphes sont des tumeurs présentant peu de stroma.
L’angiogénése est modeste, notamment par rapport aux carcinomes épidermoides. Les
phénomenes de « trappage » ou d’emprisonnement des structures parenchymateuses normales
au voisinage direct de la tumeur (bronches, bronchioles, alvéoles) étaient fréquents (photo
48), ces structures étant retrouvées relativement profondément au sein de la tumeur. Les
emboles vasculaires sont fréquents, ainsi que les secteurs de nécrose tumorale, comme

précédemment décrit dans la littérature (1-6).
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3.Etude immuno-histochimique des carcinomes

sarcomatoides

3.1.  TTF-1

Dans notre série, seuls les cas du « groupe ADK » expriment le TTF-1. Dans le « groupe
ADK » 4 cas avec une morphologie d’ADK expriment le TTF-1 : 2 cas montrent une positivité
sur les 2 contingents épithélial et sarcomatoide et 2 cas une positivit¢ dans le contingent
épithélial seul. Les 2 cas a morphologie de carcinome a grandes cellules sont positifs sur les 2
contingents épithélial et sarcomatoide. Enfin, 1 de nos cas de morphologie d’adénocarcinome

solide avec contingent a croissance 1épidique est négatif pour TTF-1 sur les 2 contingents.

Si I’on considere I’ensemble des cas de carcinomes pléomophes avec contingent
épithélial de notre série, le TTF-1 est exprimé dans 40% des cas sur le contingent épithélial et
27% des cas sur le contingent sarcomatoide, proportion moins élevée que dans la série de Rossi
et al. ou les pourcentages sont respectivement de 59% et 43% (sur 53 carcinomes pléomorphes a
contingent ¢pithélial), mais proportion similaire a la série de Lewis et al. ou les pourcentages

sont respectivement de 39% et 26% (4, 49).

Comme déja rapporté, la positivit¢é du TTF-1 sur les 2 contingents épithélial et

sarcomatoide est un argument fort pour une origine commune aux 2 contingents (photo 10).

Contrairement a la série de Rossi et al. aucun de nos cas de carcinomes a cellules géantes

et/ou fusiformes n’exprime le TTF-1 (4).

3.2. P63 et CKS5/6

Comme attendu, la protéine P63 était exprimée dans tous les cas ou un contingent de
carcinome épidermoide bien a peu différencié était identifié en coloration HES (photo42). Le
marquage était présent aussi bien sur le contingent épithélial que sur le contingent sarcomatoide
dans tous les cas, avec une intensité plus faible sur le contingent sarcomatoide par rapport au
contingent épithélial (score médian de 52 vs 185). 2 cas constitués exclusivement de cellules

fusiformes et cellules géantes se sont révélés positifs pour P63 (score de 270 et 80). 2 cas parmi
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les 5 cas classés en carcinome a grandes cellules sur la morphologie simple exprimaient
fortement la P63 sur les contingents épithélial et sarcomatoide (scores de 150 et 150 sur le
contingent épithélial et 30 et 40 sur le contingent sarcomatoide) (photos 17, 28, 29, 45). Cette
forte expression de P63 est un élément déterminant dans le diagnostic différentiel avec le
mésothéliome malin biphasique ou le mésothéliome malin sarcomatoide. La cytokératine 5/6
¢tait seulement positive sur le contingent épithélial. Contrairement a la P63, elle était perdue

dans le contingent sarcomatoide, ce qui en fait un marqueur nettement moins sensible que la P63.

La constance du marquage des cellules sarcomatoides avec la P63 fait de ce marqueur un
bon outil de dépistage d’un contingent épidermoide au sein d’un carcinome sarcomatoide,
notamment sur biopsie (photo 45). Par ailleurs, P63 n’était jamais positif sur les tumeurs du
groupe ADK de notre série. Le coupe P63/ TTF-1 semble trés utile dans la détermination de
I’immuno-phénotype de tout carcinome sarcomatoide, d’autant plus que la morphologie en HES
est souvent prise en défaut. Du fait de la similitude du profil mutationnel des carcinomes
sarcomatoides vis-a-vis des CBNPC, les recommandations devraient étre les méme pour ces
tumeurs. En effet, devant la multiplication des marqueurs moléculaires, il est nécessaire de cibler

les recherches mutationnelles.

3.3.  Marqueurs de la TEM

3.3.1. Expression de Snail et E-cadhérine

Snail est un facteur de transcription qui a un rdle de régulateur négatif vis-a-vis de la E-
cadhérine. Il est particulierement impliqué dans le processus de la TEM. Le score d’expression
cytoplasmique de Snail était significativement augmenté dans le groupe des carcinomes a
cellules géantes et/ou fusiformes par rapport aux groupes adénocarcinomes classiques,
carcinomes épidermoides et carcinome pléomorphe a contingent épidermoide. Par contre, le

score de marquage nucléaire n’était pas significativement différent entre les différents groupes.

Lors de notre lecture, on observait une opposition d’expression souvent systématique
pour Snail et E-cadhérine. En effet, lorsque Snail était exprimé dans un contingent (marquage
cytoplasmique ou nucléaire), la E-cadhérine n’était jamais exprimée. Cette information
qualitative qui ne « ressort » pas dans ’analyse quantitative par score est capitale puisqu’en
montrant la relation entre Snail et la E-cadhérine, elle donne une caractéritique particuliére aux
carcinomes sarcomatoide : la signature « TEM ». En effet, si le profil mutationnel des
carcinomes sarcomatoides se rapproche de celui des CBNPC, le profil d’expression des protéines
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de la TEM est différent. Cependant, dans de nombreux cas, ni I’E-cadhérine, ni Snail n’étaient
exprimés (photo 33, 35). Dans une série de 22 carcinomes pléomorphes seulement 5% des
cellules (intensité 1+) étaient marquées avec 1’anticorps anti-Snail. La protéine Snail, facteur de
transcription, n’était pas exprimée dans le noyau des cellules tumorales, le marquage ¢tait de
type cytoplasmique. Ces données invitent a penser que Snail n’est pas le répresseur principal de
la E-cadhérine dans les carcinomes pléomorphes, et une étude ultérieure de la protéine ZEBI

(répresseur de la E-cadhérine) pourrait été intéressante.

E cadhérine est une protéine constitutionnelle des épithéliums. Sa perte d’expression dans
les carcinomes a cellules géantes et/ou fusiformes pourrait étre le fait de I’expression de Snail,
facteurs de transcription répresseur de la E-cadhérine. Les résultats comparant I’expression de
I’E-cadhérine sur les simples contingents épithéliaux sont particulierement intéressants. En effet,
ils montrent que dans les carcinomes sarcomatoides, la perte de I’E-cadhérine est non seulement
présente dans le contingent sarcomatoide mais aussi dans le contingent épithélial puisqu’on
observe un score de marquage significativement plus faible. Ces données signent la réalité¢ de

TEM dans les carcinomes sarcomatoides broncho-pulmonaires.

3.3.2. Expression de la vimentine

L’acquisition de la vimentine semble étre un phénomene précoce, puisque la quasi-

totalité des tumeurs montrent une positivité de la vimentine dans le contingent épithélial.

3.4.  Autres marqueurs

3.4.1. FAK., m-Tor, c-Met

Ces 3 marqueurs étaient exprimés par les cellules tumorales, a la fois dans les
contingents €pithélial et sarcomatoide. Aucune différence significative entre les groupes et les

contingents n’étaient décelable.

L’expression de la protéine m-Tor dans les contingents épithéliaux et sarcomatoides
est une donnée intéressante au vue des thérapeutiques anti-m-Tor. Néanmoins, m-Tor peut
étre exprimée de facon physiologique et des études précises sur le role de cette protéine dans

la carcinogénése sont nécessaires.
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4. Anomalies moléculaires

4.1.  profil mutationnel EGFR

Nous avons rapporté 1’hétérogénéité des résultats dans la littérature des analyses
mutationnelles concernant EGFR dans les carcinomes sarcomatoides. Il ressort dans les études
que les mutations sont le plus souvent retrouvées dans des carcinomes pléomorphes a contingent
adénocarcinomateux suggérant la filiation du carcinome pléomorphe a contingent
adénocarcinomateux et de 1’adénocarcinome. Dans la grande majorité des cas ou [’analyse
mutationnelle était faite sur le contingent épithélial et le contingent sarcomatoide, la mutation de
I’EGFR était retrouvée dans les 2 contingents. Des cas de réponse apres chimiothérapie par
thérapie ciblée anti-EGFR (tel que le gefitinib ou tarceva®) ont été décrits. Il est désormais
admis que la recherche de mutation de ’EGFR est une nécessité devant tout adénocarcinome,
dans le but d’instaurer un traitement inhibiteur de tyrosine kinase. Il semble que ceci soit aussi le
cas pour tous les carcinomes pléomorphes avec contingent adénocarcinomateux, voire les

carcinomes pléomorphes a grandes cellules et a cellules géantes.

La fréquence des mutations de ’EGFR varie selon des critéres ethniques ; les mutations
sont plus courantes chez les sujets asiatiques que chez les sujets caucasiens. C’est ainsi que les
séries de Kaira, Chang et Lee comportent des taux ¢levés de mutations de I’EGFR (32, 74, 94)
alors qu’aucun cas muté ne figure dans la série d’Italiano (73) comme dans la notre, deux séries
de patients caucasiens. Notre série comportait 7 cas de carcinomes pléomorphes a contingent
adénocarcinomateux dont 3 étaient mutés pour K-RAS et I’on sait que les mutations de K-RAS
et d’EGFR sont mutuellement exclusives. Dans notre série, 3 cas étaient amplifiés pour EGFR (1
cas avec contingent adénocarcinomateux et 2 cas avec contingent de carcinome a grandes
cellules) et 1 cas présentaient une haute polysomie. Ces données difféerent de celles d’Italiano et
al. : aucun cas d’amplification n’était noté alors que 40% de leurs cas présentaient une haute
polysomie. Néanmoins, tous les cas de notre série n’ont pas été analysés en FISH et une étude

exhaustive des cas serait souhaitable.

Enfin, le carcinome sarcomatoide se développe sur un terrain de tabagisme sévere alors
que les mutations de ’EGFR surviennent préférentiellement chez les sujets non fumeurs ; ceci

pourrait en partie expliquer le faible taux de mutation dans notre étude.
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4.2.  profil mutationnel K-RAS

K-RAS est muté préférentiellement dans les adénocarcinomes et, contrairement a
I’EGFR, chez les patients fumeurs. Dans notre série, 21/22 patients étaient fumeurs ou anciens
fumeurs, avec une intoxication tabagique séveére (moyenne de 36 paquet-années (PA)).
Concernant les 4 cas qui présentaient une mutation de K-RAS, I’intoxication tabagique était
estimée a 20, 40, 40 et 17 PA (soit une moyenne de 29 PA). 3 cas concernaient des carcinomes
avec contingent adénocarcinomateux et 1 cas mélant carcinome a grandes cellules et carcinome a
cellules géantes. Ces données sont concordantes avec celles de séries de patients caucasiens (73,
82, 83) ou les taux de mutations dans un panel de carcinomes pléomorphes étaient

respectivement de 9%, 22% et 38%.

4.3. expression 1mmuno-histochimique et mutation de

LKBI

Au sein d’'une méme tumeur, on note une hétérogénéité de type de marquage
(cytoplasmique, membranaire) et d’intensité. Nous n’avons trouvé qu’une seule mutation de la
protéine LKB1 dans cette série de 22 cas de carcinomes pléomorphes, alors que cette mutation
est fréquente dans les carcinomes non a petites cellules, surtout chez les patients fumeurs.
Néanmoins, nombreuses sont les études se basant sur des lignées cellulaires et certaines études
réalisées sur des tumeurs broncho-pulmonaires montrent des fréquences de mutation plus faibles,
notamment chez les patients asiatiques (cf tableau 4). La mutation LKB1 a été décrite comme

concomitante de celle de K-RAS. Sur 4 cas mutés K-RAS, 1 était muté LKBI1.

Il n’y avait pas de concordance entre le statut mutationnel de LKBI1 et ’expression en
immuno-histochimie. Des cas non mutés pour LKB1 montraient une extinction complete de la
protéine en immuno-histochimie; ceci est peut étre en rapport avec une inactivation épigénétique
du gene. LKB1 ne semble pas jouer de réle dans la carcinogénése des carcinomes pléomorphes,

mais ceci est a confirmer sur un plus grand effectif.

4.4.  Amplification de FGFR1

Les résultats préalables de I’étude de I’amplification du géne FGFR1 en FISH réalisée
préférentiellement sur les cas du groupe CE ne mettent en évidence aucune anomalie de ce gene.
Ces résultats sont a considérer avec prudence devant la petite taille de 1’échantillon. Si 1’on
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considere que seulement 20% des carcinomes épidermoides sont amplifiés et que notre série ne
comporte que 8 cas, il est évident que la probabilité de détecter une amplification de FGFR dans
notre série est faible. Néanmoins, cette piste est a explorer, les thérapeutiques anti-FGFR1 étant
parmi les seules disponibles dans le traitement des carcinomes épidermoides broncho-

pulmonaires.
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THESE SOUTENUE PAR : Maud RABEYRIN

TITRE : « Etude du profil mutationnel RAS, EGFR, LKBI1 et de la transition épithélio-
mésenchymateuse dans une série de 22 carcinomes pléomorphes pulmonaires »

CONCLUSION

Les carcinomes pléomorphes sont des tumeurs agressives survenant chez des sujets
fumeurs préférentiellement de sexe masculin. Comme pour les carcinomes non & petites
cellules, on observe la présence de mutations des oncogénes RAS et EGFR, en fonction
des ethnies et de 1’exposition tabagique. Les mutations de I’EGFR (surtout chez les
patients asiatiques non fumeurs) et de RAS (surtout chez les patients caucasiens fumeurs)
sont rétrouvées dans les carcinomes pléomorphes avec contingent adénocarcinomateux ou
a grandes cellules, rarement dans les carcinomes & cellules géantes. Des cas de réponse
aprés chimiothérapie par inhibiteurs de tyrosine kinase chez des patients mutés pour
PEGFR invitent, comme il est déja préconisé pour les carcinomes & grandes cellules, a
préciser par immuno-histochimie et/ou biologie moléculaire, le phénotype épidermoide ou
adénocarcinomateux des carcinomes sarcomatoides. Nous n’avons trouvé qu’une seule
mutation de la protéine LKB1 dans cette série de 22 cas de carcinomes pléomorphes, alors
que cette mutation est fréquente dans les carcinomes non a petites cellules, surtout chez les
patients fumeurs. Il n’y avait pas de concordance entre le statut mutationnel de LKB1 et
Pexpression en immuno-histochimie. Des cas non mutés pour LKB1 montraient une
extinction compléte de la protéine en immuno-histochimie; ceci est peut étre en rapport
avec une inactivation épigénétique du géne. LKB1 ne semble pas jouer de role dans la
carcinogénése des carcinomes pléomorphes, mais ceci est 4 confirmer sur un plus grand
effectif. L’étude immuno-histochimique confirme 1’activation du processus de transition
épithélio-mésenchymateuse dans les cellules sarcomatoides sous forme de perte de [e-
cadhérine et acquisition de la vimentine. La répression de ’e-cahérine ne semble pas étre le
seul fait de I’action de Snail (facteur de transcription), ce dernier n’étant pas exprimé dans

tous les carcinomes sarcomatoides de notre série. -
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Tableau 6 principales caractéristigues anatomo-clinigues2fecas de carcinomes sarcomatoidesolge : sous-

groupe ADK,en bleu : sous-groupe C&n noir : sous-groupe CC6j vert : 1 cas de carcinome adénosguarjeux.
cas Caractéristiques cliniques Caractéristiques de tumeur Biopsie pré-opératoire Survie (mois)
N sans
Tabac | Exposition ) Topo- . S i glo
Age | Sexe | paguet: | proession| GZTEEE e oreprie | TTFL (o3| (AR | SORRERE ke | [EC fbal | PR
année | -nelle tumeur p on e
1 62 M 35 Non ADKI/CF/CG périph. - - RC|
2 41 F 17 Non ADK/CG sous pl. gp't‘ "o Mutation KRAS | PioP- bronchique 24 133 DCD
arc. + négative
3 |57 Mmoo NR ADK/CF/CG périph.  ZPL+ Amplit EGFR 25 42 DCD
Sarc. - score 6
- Epit. + Mutation KRAS | biop. bronchique
4 68 F 20 Non ADK/CG périph. Sarc. + et LKB1 négative RC
Epit. + .
5 41 M 40 Non ADK/CF sous pl. Sarc. - Mutation KRAS RC
. . ponction trans-
6 56 F 135 CH(;Jl'J'ej de | Grandes c/ico périph. gglrté Y- pariétale TTF1+ 12 26 DCD
p ’ positive :CBNPC
- Epit. +
7 59 F 25 non Grandes C/CF/CG périph. Sarc. - RC
. biopsie
Formaldéh . ;
. Epit. + bronchique Pas
8 56 M 36 ﬁ;hanal CE/ CFICG endo br. Sarc. + positive : CE+ d'IHC 64 DCD
C.sarco-matoide
prox. non *
9 61 M 10 NON CF/CG endobron - Sarc. + 16 88 DCD|
chique !
. " biop. bronchique
10 57 F 40 A_mlante CF/ICG endo br. - positive : C. CKrares RC
(fibres) Sarc. + " cellules
sarco-matoide
Amiante - Epit. +
11 71 M 20 (fibres) CE/CF Périph. - Sarc. + 18 73  DCD|
12 |s0 wm 72 non Grandes C/CF/CG Périph. - gpn. * biop. branchique 73 M
arc. + négative
13 |61 M 60 non CE/CF endo br. S 150 DCD
14 |4 F 25 non Grandes C/CG Périph. - gp't' * RC
arc. +
P . . . P63 ++
15 |74 m a0 Fumeesdqopcr souspl. - Epit. + biop. bronchique gy g DCD
soudage Sarc. + positive : CE CK-
ponction trans-
16 |le2 wm 17 NR CG souspl. - ; pariétale TTFl- 6 54 DCD
positive :C.sarco CK-
matoide
17 |79 F 60 Amiante | opc Peériph. - - Haute polysomie 2 M
fibres ph. EGFR, score 5
(
biop. bronchique
18 65 M 30 non CFICG prox. - - négative RC
19 |75 ™ 12 non CFICG Périph. - . Amplif EGFR, 75 M
score 6
ponction trans- o
20 59 M 35 non CFI/CG sous pl. - - pariétale TTFL- 11 62 DCD
positive :CBNPC
Amplif EGFR,
21 71 M 20 non Grandes C/CF sous pl. - - score 5 RC
2 |52 ™ 40 non ADS périph. gg':; Eg'rtc ¥ Mutation KRAS 15 M

M : masculin, F : féminin

ADK : adénocarcinome, CF : carcinome a cellule§dusies ; CG : carcinome a cellules géantes,
CE : carcinome épidermoide, grandes C : carcinogrardes cellules ; ADS : carcinome adénosquameux

Prox. : proximale, périph : périphérique, sous pbus pleurale,
Epit. + : positivité du marqueur sur le contingépithélial ; Epit.- : négativité du marqueur suctsmtingent épithélial ;
Sarc. + : positivité du marqueur sur le contingartomatoide ; Sarc. .- : négativité du marqueulestontingent

sarcomatoide

Amplif. : amplification ; Biop. bronchique : biogsbronchique ; CBNPC : carcinome bronchique noatags cellules ;
IHC : immunohistohimie ; DCD : décédé ; RC : rénuascompléte ; M : stade métastatique



Tableau 7 stade et suivi clinigue (couleur de police erct@an du groupe phénotypiquen rouge :
groupe ADK,en bleu : groupe CEen noir : sous-groupe CCEn vert : 1 cas de carcinome
adénosquameux.

année
cas| TNM stade| du Survie (mois) Statut
diagnostic
sans progressigrglobale
15 T4N2M1 IV 1998 0 o  DCDenpost
opératoire, M
9 TIN3M1* IV 200¢ 16 88 DCD
11 T3NOMO IIA 200¢ 18 73 DCD
8 T1bNOMC 1A 1992 64 DCD
13  T2bN1MC 1B 199( 15C DCD
16 T2bNOMC 1A 200¢ 6 54 DCD
2C Tib 1A 2002 11 62 DCD
2 T4N2MO 1B 200¢ 24 132 DCD
3 T4NOM1 v 200¢ 25 42 DCD
6 T2bNOMC 1IA 200¢ 12 26 DCD
22 T3NOMO 1B 201( 15 M
12 T2bNOMC 1A 201C 73 M
19 T3NOMO 112} 200¢ 75 M
17 TAN3M1* IV 2007 2 M
10 T1bNOMC 1A 1992 RC
14 T2aNOMC IB 200¢ RC
18 T3N1MO A 2007 RC
21 T1bNOMC IA 200¢ RC
1 T2aN1IMC [1IA 200¢ RC
4 T3N2MQO A 200¢ RC
5 T2aNOMC IB 2011 RC
7 T2aNOMC B 200¢ RC
moyenne (Moi¢ 35,1 68,2
moyenne (anné 2, 5,7

* patient non opéré, diagnostic sur biopsie gangh@erchirurgicale (T évalué a I'examen radiologigue
ADK : adénocarcinome ; CE : carcinome épidermoi@&@ : carcinome a cellules géantes et fusiformes
DCD : décédé ; RC : rémission compléte ; M :stad&tastatique,



Tableau 8 des scores immuno-histochimiques avesniisorps classiques pour préciser le phénotypK ATE
ou CCG:

Cas HES ;?;‘]‘é't‘;pe TTEFl TTSFl P63E  P63S CKES'G CKSS'G
veepit ?ﬁ)s(i:fe” :;/Z;iiles

1 20 30 50 ADK TF1 - 0 0 0 0 0 0
2 70 0 30 ADK TTF1 + 160 0 0 0 0 0
3 80 10 10 ADK TTF1 + 270 40 0 0 0 0
4 30 0 70 ADK TTF1 + 160 40 0 0 0 0
5 80 20 0 ADK TTF1+ 270 160 0 0
6 30 0 70 ADK TTF1+ 100 140 0 0 0 0
7 70 30 10 ADK TTF1+ 270 210 0 0 0 0
8 30 70 Rares CE 0 0 30 30 10 0
9 0 70 30 CE 0 0 270 270 210 0
10 0 80 20 CE 0 0 60 0 9 0
11 50 50 0 CE 0 0 300 60 270 0
12 30 60 10 CE 0 0 150 30 180 0
13 10 90 0 CE 0 0 200 40 240 0
14 9 0 10 CE 0 0 150 150 0 0
15 10 0 9 CE 0 0 210 80 180 20
16 0 0 100 GCe * 0 * 0 * 0
17 0 50 50 GCC CF * 0 * 0 * 0
18 0 50 50 GCC CF * 0 * 0 * 0
19 0 70 30 GCC CF * 0 * 0 * 0
20 0 90 10 GCC CF * 0 * 0 * 0
21 50 50 0 LC CF 0 0 0 0 0 0
22 9 0 10 ADS 140 0 150 10 0 20

* Pas de contingent épithélial

TTF1 E : score immuno-histochimique avec I'anticof@ F1 au niveau du contingent épithélial, TTFLS :
score immuno-histochimique avec I'anticorps TTFIhasgau du contingent sarcomatoide. Idem pour PEBE
et CK5/6 E et S.

En rouge : sous-groupe ADIn bleu : sous-groupe C&n noir : sous-groupe CC6n vert : 1 cas de carcinome
adénosquameux.



Tableau 9 des scores immuno-histochimiques avawrtdgines impliguées dans la TEM :

Immuno- E- E- VIM VIM Snail - gpgj | Snail  Snail m- m-
Cas HES phénotype Cad Cad E s nuc  pues | ovtop  cytop | Tor 1o s
E S E E S E
%épit  %cell %cell
fusif géantes

1 20 30 50 ADK TF1 - 0 0 240 300 0 20 40 60 0 0
2 70 0 30 ADK TTF1 + 0 0 180 270 0 0 0 0 240 20
3 80 10 10 ADK TTF1 + 210 0 10 240 0 0 0 0 20 60
4 30 0 70 ADK TTF1 + 140 20 30 30 0 0 120 60 240 90
5 80 20 0 ADK TTF1+ EEFN EEFN 100 270 0 100 0 20 EEFA' EEFA'
6 30 0 70 ADK TTF1+ 0 0 100 240 0 20 20 0 10 10
7 70 30 10 ADK TTF1+ 100 0 100 270 0 0 60 10d 100 10
8 30 70 rares CE 100 0 10 210 0 0 0 0 2?“ 2?“
9 70 30 CE 160 0 40 40 20 20 80 144 * 0
10 80 20 CE 40 0 10 50 0 0 0 100 0
11 50 50 0 CE 200 0 10 240 0 0 60 0
12 30 60 10 CE 140 0 60 270 0 40 0 20 20 10
13 10 90 0 CE 100 0 0 140 50 50 20 0 EEFA' EEFA'
14 90 0 10 CE 0 0 100 240 0 160 184 150 15
15 10 0 90 CE 100 0 30 30 0 160 0 2?“ 2?“
16 0 0 100 GCC * 0 * 210 * 0 * 160 * 0
17 0 50 50 GCC CF * 0 * 240 * 0 * 160 * 240
18 0 50 50 GCC CF * 0 * 160 * 0 * 160 * 20
19 0 70 30 GCC CF * 0 * 160 * 0 * 60 * 210
20 0 90 10 GCC CF * 0 * 300 * 0 * 210 * 10
21 50 50 0 LC CF 140 40 10 120 0 0 0 30 240 24
22 90 0 10 ADS 160 0 10 240 20 160 240 24

REFAIRE : a refaire et a lire
* Pas de contingent épithélial

En rouge : sous-groupe ADIKn bleu : sous-groupe C&n noir : sous-groupe CC6n vert : 1 cas de carcinome
adénosquameux.



Aspect morphologigue des carcinomes sarcomatoides

Photo 1 : Carcinome pléomorphe & contingent
adénocarcinomateux HES x 20

Photo 2 : Carcinome a cellules fusiformes
coloration HES x 20. Architecture en faisceaux
entrecroisés. Stroma fibreux gréle discretement
inflammatoire.

Photo 3 : Carcinome a cellules fusiformes
coloration HES x 40 :Les cellules sont de grande
taille par rapport a un globule rouge (cf étoile). A
noter le pléomorphisme nucléaire et I’activité

2 mitotique élevee

Photo 4 : Carcinome a cellules géantes coloration HES x 20 Cellules géantes multinuclées associées a
des cellules mononucléées de grande taille, non cohésives, dissociées par des éléments inflammatoires
(lymphocytes et polynucléaires).

Photo5 : Carcinome a cellules géantes coloration HES x 63. Cellules géantes multinuclées aux noyaux
hyperchromatiques a chromatine vésiculeuse. Image typique d’empéripolése (phagocytose par la cellule
tumorale d’un probable polynucléaire neutrophile, cf fleche pleine) et présence de globules hyalins
intracytoplasmiques (cf fleches en pointillés)



Cas n 1 carcinome pléomorphe avec contingent adénocarcinomateux

| 6-HES(x50) [l 3 B 7-vimentine (x5 oo
e, AR T A T L 7 — ‘\ s T T T

IR SN ; ’

ky » L

Photo 6 : Carcinome pléomorphe a
contingent adénocarcinomateux HES.
Le contingent épithélial est fortement
marqué par ’AE1AE3 (photo non
présentée), la E-cadhérine (photo 9) et le
TTF-1(photo 10).

Il existe une transition abrupte entre les 2
contingents, a I’analyse morphologique en
HES (photo 6) comme avec les immuno-
marquages avec la E-cadhérine ou la
vimentine.

Ilustration du processus de transition épithélio-mésenchymateuse:

A plus fort grandissement (photo 8), il existe un continuum morphologique entre les 2
contingents. Les cellules du contingent épithélial expriment faiblement la vimentine alors que
les cellules du contingent sarcomatoide n’expriment pas la E-cadhérine. Le TTF-1 (photo 10)
est exprimé dans les 2 contingents (décroissance d’intensité du contingent épithélial vers le
contingent sarcomatoide



Cas n 1 carcinome pléomorphe avec contingent adénocarcinomateux, suite

x50)
v {:’ 37

14-Snail (x400) |
Photos 11 a 14: Immunomarquages avec :
’anticorps anti-Snail.

Snail n’est pas exprimé sur le contingent
épithélial, superposable au témoin
interne négatif (cellules épithéliales
bronchiques, photo 14).

Par contre, on observe un marquage péri-
nucléaire ou nucléaire en dot au niveau
des cellules du contingent sarcomatoide.
Snail est un facteur de transcription
nucléaire, son expression induite la
répression de 1’E-cadhérine.

La positivité de Snail dans le contingent sarcomatoide est un témoin de son implication
dans le processus de TEM pour ce cas précis.

Le marquage avec le FAK (photo 15) dans le contingent sarcomatoide est plus intense que
dans le contingent épithélial.



Cas n 16 carcinome a cellules géantes
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A I’examen morphologique en HES
(photo 16), il s’agit d’une tumeur
indifférenciée a cellules géantes.
Le marquage par I’AE1AE3 (photo 18)
confirme sa nature carcinomateuse.

Cette prolifération ne présente pas de
caractéristique de carcinome différencié
(pas de pont d’union intercellulaire ou de
kératinisation en faveur d’un carcinome
épidermoide, ni de formation glandulaire
ou de vacuole de mucosécrétion en

faveur d’un adénocarcinome). C’est I’immuno-marquage avec les cytokératines 5/6 (photo
19) et la protéine P63 (photo 17) qui met en évidence un phénotype de type carcinome
épidermoide, non suspecté sur la morphologie simple. La vimentine est positive, comme
dans tous les carcinomes sarcomatoides, témoin du processus de transition épithélio-
mésenchymateuse.



Cas n 16 carcinome a cellules géantes (suite)

La perte de la E-cadhérine est une des
étapes clefs de la TEM. La photo 21
montre une expression inconstante de
faible intensité de la E-cadhérine, alors
gue Snail est fortement exprimé au
niveau de la membrane cellulaire. Les
expressions de Snail et de E-cadhérine
paraissent mutuellement exclusives:
I’analyse comparative au sein d’un méme
contingent montre que lorsque Snail est
exprimé, E-cadhérine ne I’est pas.

Les photos 23 et 24 illustrent I’hétérogénéité de LKB1 au sein d’'une méme tumeur. Des secteurs de
positivité diffuse membranaire étaient observés (photo 23) ainsi que des secteurs ou I’intensité était
hétérogene avec une alternance de cellules trés fortement marquées (marquage cytoplasmique) et des
cellules non marquées (photo 24). Le marquage par le FAK était diffus, comme souvent observé
dans les carcinomes sarcomatoides de notre serie.



Cas n 10 carcinome pléomorphe avec contingent épidermoide
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A gauche: contingent épithélial différencié épidermoide (photo 26). A droite: contingent
sarcomatoide a cellules géantes (photo 27).

Le contingent épidermoide présente une expression intense, diffuse de P63 (photo 28). Le
marquage est persistant sur le contingent sarcomatoide (photo 29) mais d’intensité plus
faible, sur un pourcentage inférieur de cellules tumorales. Le marquage avec LKB1 est
hétérogéne, avec un score supérieur sur le contingent sarcomatoide par rapport au
contingent épithélial (photo 31).



Cas n 10 carcinome pléomorphe avec contingent épidermoide (suite)
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La E-cadhérine n’est pas exprimée "
dans cette tumeur. Le marquage avec '
I’anticorps anti-E-cadhérine sur le
contingent épidermoide est
complétement négatif (photo32), alors
que le marquage est positif avec
I’anticorps anti-Snail sur ce méme
contingent (photo 34), suggerant que
Snail est responsable de I’extinction de
I’E-cadhérine dans cette zone. Ceci
n’est pas valable pour le contingent
sarcomatoide puisque ni Snail ni la E-cadhérine ne sont exprimés a ce niveau (photos

33 et 35). A un fort grandissement, le marquage par mTor est cytoplasmique avec un
renforcement membranaire (photo 36)

|
i
|
t 36-m-Tor (x400)




Cas n 11 carcinome pléomorphe avec contingent épidermoide
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39- E-cadhérine (x200) 40-vimentine (x200)

41-Snail (x200) 42-P63 (x200)

En coloration HES (photo 37), le massif carcinomateux est tres bien limité du contingent
fusiforme. Ce dernier pourrait correspondre au stroma tumoral mais les atypies cyto-
nucléaires marquées et I’extréme densité excluent cette possibilité.La photo 38 illustre
bien le phénomene de budding tumoral, ou les cellules se détachent du massif épithélial et
perdent I’expression des cytokératines. Il en est de méme pour I’E-cadhhérine (photo 39).
Dans ce cas preécis, Snail n’est pas exprimé dans le contingent sarcomatoide. L’ opposition
entre la perte de I’E-cadhérine et I’expression de Snail n’est pas systématique.




Diagnostic de carcinome sarcomatoide sur ponction-biospies transpariétales

scarcinome sarcomatoide a cellules fusiformes d’immuno-phénotype « épidermoide »

| 44-TTF-1 (x200)

En HES (photo 43), on note une
prolifération fuso-cellulaire peu
différenciée. L’anticorps anti-AE1AE3
révéle une positivite diffuse et intense
des cellules (photo non présentée),
signant 1’origine épithéliale. La
protéine P63 est exprimée de fagon
diffuse et intense (photo 45)

46-HES (x200)

En HES (photo 46), on note une
prolifération a cellules géantes non
différenciée. La coloration par le PAS
diastase (47) est négative (photo non
présentée). Le marquage avec le TTF-1
est intense (photo 48) avec un témoin
interne positif (alvéole « entrappée »).




RESUME

Les carcinomes sarcomatoides primitifs pulmonaiceg des tumeurs rares, représentant
0,3% a 3% des cancers primitifs pulmonaires. Em200MS définit dans sa classification une
nouvelle entité, le carcinome sarcomatoide, comnoeite prolifération capable d’offrir de facon
permanente des aspects morphologiques de trans#pahélio-mésenchymateuse ». Il est
nécessaire de reconnaitre cette entité dont leogtimnest péjoratif, notamment du fait d’'une
chimio sensibilité réduite.Les mécanismes de cag@énese ont été longtemps débattus. La thése
actuelle propose que les carcinomes sarcomatoitésent de cellules souches pluri-potentes,

capables d’'une différenciation carcinomateuse wtel’ différenciation sarcomateuse.

Les carcinomes pléomorphes sont des tumeurs agresgirvenant chez des sujets fumeurs
préférentiellement de sexe masculin. Comme poucdesinomes non a petites cellules, on observe
la présence de mutations des oncogenes K-RAS eRE&tfonction des ethnies et de I'exposition
tabagique. Les mutations de 'EGFR (surtout chezkgients asiatiques non fumeurs) et de K-RAS
(surtout chez les patients caucasiens fumeurs)rettivées dans les carcinomes pléomorphes avec
contingent adénocarcinomateux ou a grandes celludgement dans les carcinomes a cellules
géantes. Des cas de réponse apres chimiothérapighgateurs de tyrosine kinase chez des patients
mutés pour 'EGFR invitent, comme il est déja présé pour les carcinomes a grandes cellules, a
préciser par immuno-histochimie et/ou biologie moaléire, le phénotype épidermoide ou
adénocarcinomateux des carcinomes sarcomatoidesamuiller les analyses moléculaires. Des
études supplémentaires du profil mutationnel wiésdde BRAF, des PI3K ou de HER2, réecemment

décrites dans le CBNPC seraient souhaitables.

Si le profil mutationnel ne permet par de différiendes carcinomes sarcomatoides des
CBNPC, c’est la présence d’'une activation du peeesle transition épithélio-mésenchymateuse qui
caractérise ces tumeurs. L'analyse morphologiqum@ied’'observer de maniére figée ce processus
dynamique. L’étude immuno-histochimique confirmectivation du processus de transition
épithélio-mésenchymateuse dans les cellules satoaiea sous forme de perte de la E-cadhérine et
acquisition de la vimentine. La répression de l&h€rine ne semble pas étre le seul fait de I'action
de Snail (facteur de transcription), ce derniertarié pas exprimé dans tous les carcinomes

sarcomatoides de notre série.



