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INTRODUCTION

I. Le cancer gastrique

A. Epidémiologie

1. La classification épidémiologique des cancers de l'estomac: la

classification de Lauren.

La classification de Laurén distingue deux catégories de cancer de I'estomac : les
cancers de type intestinal et les cancers de type diffus (1).
Histologiquement, les cancers de type intestinal sont constitués de glandes bien
différenciées. lls représentent environ 60% des cancers gastriques. lls sont appelés de type
intestinal car ils sont décrits comme étant I'aboutissement d’une séquence de lésions
précancéreuses incluant I’ « intestinalisation » ou métaplasie intestinale de la muqueuse
gastrique (2).
Les cancers de type diffus sont constitués de cellules indépendantes comprises dans un
stroma fibreux dense. Ces tumeurs envahissent de maniere diffuse la paroi gastrique
donnant souvent I'aspect typique de linite plastique.

La classification de Lauren est largement utilisée dans les études épidémiologiques.

2. Incidence

Bien que son incidence diminue régulierement depuis 50 ans, le cancer de I'estomac
reste fréquent. Il représente la deuxiéme cause de mortalité par cancer dans le monde, avec
une incidence en Asie, en Amérique Centrale et du Sud 10 fois supérieure a celle de I'Europe
eme

de I'Ouest. En France le cancer de I'estomac se situe au 6 rang des cancers (3) et plus

précisément au deuxieme rang des cancers digestifs aprés le cancer colorectal.



En 2005 (4), le nombre de nouveaux cas était estimé a 7126 par an avec un sex ratio
homme/femmes de 2,5.

Il existe de discrétes disparités entre les différentes régions avec une fréquence légerement
supérieure dans le Finistére, ou l'incidence est de 15,7/an/100000 habitants de sexe
masculin et de 7,4/an/100000 habitants de sexe féminin. Elle est également plus élevée dans
le Haut-Rhin avec une incidence de 14,1 et de 4,9/an/100000 habitants respectivement de
sexe masculin et féminin (3). Pour la Loire-Atlantique, le Registre des tumeurs de Loire-
Atlantique et de Vendée (EPIC-PL) a enregistré pour la période 2002-2004 une incidence de

8,7 et de 3,2/an/100000 habitants respectivement chez I’lhomme et la femme (5).

3. Age de survenue

L’age moyen de survenue est de 75 ans : les cancers débutent progressivement vers 45-
49 ans chez 'homme et vers 50-54 ans chez la femme pour arriver a un maximum
d’incidence a 80-84 ans chez 'homme et 85-89 ans chez la femme dans la série du Finistére

de Faygal et al (3).

4. Localisations gastriques

Les localisations préférentielles du cancer de I'estomac sont I'antre gastrique (43,6%) et
le corps (39,3%) : I'antre préférentiellement pour les femmes et les patients agés de plus de

70 ans et le corps pour les hommes et les patients jeunes (3).

5. Survie

Malgré une augmentation du taux de résection a visée curative et une diminution de
la mortalité opératoire, le pronostic du cancer de I'estomac reste sévere avec un taux de
survie globale variable en fonction des séries allant de 15 % (6) a 18,5 % (3) a5 anset de 8 a

11,2% a 10 ans. Pour les patients opérés, le taux de survie relative est pratiquement doublé

(7).



6. Mortalité

Le nombre de déces liés au cancer de I'estomac était de 5000 par an en France en

2005 (4).

B. Facteurs de risque

Les facteurs prédisposant aux cancers de I'estomac sont de trois types : facteurs

environnementaux, terrain favorisant et facteurs génétiques.

1. Facteurs environnementaux :

a. Helicobacter pylori et Iésions précancéreuses

Helicobacter pylori, reconnu par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme
carcinogéne gastrique en 1994 (4), est une bactérie a transmission oro-fécale. L'infection en
général est acquise dés I'enfance mais les Iésions d’ H. pylori apparaissent a I'dge adulte.
Pelayo CORREA (8) a montré que H. pylori induit une gastrite superficielle, évoluant
progressivement vers la gastrite chronique atrophique, la métaplasie et la dysplasie. Le
processus débute en général a la jonction antro-fundique puis s’étend le long de la petite
courbure antrale (9). Linfection par H. pylori touche 30 % de la population frangaise,
pourtant l'incidence du cancer gastrique est faible. En effet, on estime que la cascade
d’évenements histologiques de la carcinogenése initiée par H. pylori n’aboutit a un cancer de
I’estomac que chez 1% des patients infectés (4). L'infection par H. pylori ne serait donc pas
suffisante a elle seule pour induire un cancer gastrique. Certaines souches d’H. pylori
présentent dans leur génome des polymorphismes de certains Tlots de pathogénicité,
notamment des flots CagA et VacA. Ces souches d’H. pylori sont plus virulentes et entrainent

une réaction inflammatoire plus sévere de la muqueuse gastrique.



b. Autres facteurs environnementaux

L’alimentation riche en aliments salés, saumurés ou fumés, frits, et pauvre en
végétaux est un facteur de risque (4; 9).
La baisse de I'incidence du cancer de I'estomac s’explique en partie par les modifications des
conduites alimentaires et du mode de conservation des aliments. La consommation de fruits
frais et de légumes proteégerait I'estomac des composants nitrés exogenes et endogenes.
On note également que le niveau socio-économique bas, favorisant un déséquilibre du
régime alimentaire, constitue un facteur de risque (4; 9).

Le role pathogéne de l'alcool et du tabac n'est pas formellement démontré (9).

2. Terrain favorisant

a. Antécédents personnels

La population a risque de cancer comprend tout d’abord les patients ayant un
antécédent de gastrectomie partielle pour une pathologie bénigne avec un risque de cancer
du moignon multiplié par 2 ou 3 apres 15 a 20 ans de recul (4).

La maladie de Biermer, cause de gastrite atrophique auto-immune, augmente de 2 a 3 fois le
risque de cancer de I'estomac (4).

Le risque de cancer en cas d’antécédents d’ulcére gastrique a été surévalué. Il s’agirait en
fait de cancers de type ulcériforme diagnostiqués tardivement par I'’échec des premieres
manoeuvres d’investigation. Le risque de dégénérescence d’un ulcére bénin est finalement
estimé a moins de 1%, ce qui correspond exactement au taux de progression des gastrites
associées a l'ulcere vers le cancer (4).

Les adénomes gastriques et la maladie de Ménétrier, une gastropathie a gros plis, sont deux

facteurs de risque dont I'incidence est rare (4).



b. Prédisposition génétique

i.  Cancer gastrique diffus héréditaire

Le cancer gastrique diffus héréditaire est de transmission autosomique dominante.
D’apres les critéres de I'lGCLCC (International Gastric Cancer Linkage Consortium), ce
syndrome génétique doit étre recherché lorsqu’il existe dans une famille 1) au moins 2 cas
de cancer de type diffus de I'estomac chez des apparentés du premier ou du deuxieme
degré, dont un cas diagnostiqué avant 50 ans ou 2) 3 cas chez des apparentés de premier ou
deuxiéme degré quelque soit I'age de survenue (10). Les cancers sont liés a la mutation
constitutionnelle du géne CDH1 de la E-cadhérine, situé sur le chromosome 16¢22.1 (11). Le
pronostic de ces cancers est péjoratif en raison de dissémination péritonéale précoce (12).
La pénétrance est élevée (70 a 80%) et I'age d’apparition du cancer gastrique en cas de
mutation est en moyenne de 37 ans (13). Chez les femmes, ce syndrome s’accompagne d’un
risque accru de carcinome lobulaire du sein (14). Certains auteurs proposent la réalisation
d'une gastrectomie prophylactique chez les porteurs sains de la mutation de CDH1 (4; 13).
L'analyse anatomo-pathologique des pieces de gastrectomie de ces porteurs sains retrouve
un estomac macroscopiquement normal avec microscopiquement des foyers de petite taille

de carcinome de type diffus intramuqueux ou infiltrant la muqueuse (15).

ii.  Les autres syndromes héréditaires avec cancer gastrique

Au cours du syndrome de Lynch ou « cancer colorectal héréditaire sans polypose »
(HNPCC), I'estomac est la deuxiéme localisation néoplasique extracolique aprés I'endométre
(16).

Les cancers gastriques au cours de la polypose adénomateuse familale (PAF) sont souvent
précédés par des lésions de dysplasie qui peuvent se développer sur muqueuse plane ou sur
des lésions polypoides type adénome, polypes hyperplasiques ou polype fundique (9).

Dans le syndrome de Peutz-Jeghers, affection autosomale dominante, le risque relatif d’avoir
un cancer de I'estomac est élevé (17).

Dans la polypose juvénile, affection autosomale dominante, des foyers dysplasiques et

adénocarcinomateux sont décrits dans les polypes juvéniles gastriques (9).



Dans le syndrome de Li-Fraumeni, la fréquence du cancer gastrique n’est pas tres
augmentée comparée aux autres cancers : il a été montré que la délétion germinale d’un
allele de p53 entrainerait une diminution de la réponse Thl aux infections liée a

Helicobacter pylori et donc diminuerait le risque d’évolution vers un cancer (18).

3. Interaction entre le polymorphisme génétique et I’environnement

Le polymorphisme du gene du groupe sanguin A est associé a une augmentation du
risque de cancer de I'estomac (9).
D’autres polymorphismes de genes impliqués dans [linteraction entre |'hGte et
I’environnement sont aussi associés a un risque accru de cancers de |'estomac. Les plus
connus sont :
1) Le polymorphisme de [linterleukinel (IL-1B-31T/il-1RN*) provoque une réaction
inflammatoire exagérée a Helicobacter pylori, notamment a la souche VacAsl. De méme, le
polymorphisme de TNFo, TNFa-308*, augmente considérablement la production de TNFa en
réponse a l'infection a Helicobacter pylori. Les sujets possédant ces 2 polymorphismes ont
un risque augmenté de développer une gastrite multifocale atrophique et un cancer de
I’estomac (9).
2) Le polymorphisme de genes codant I'enzyme glutathion-S-transférase (GST-1), les
enzymes acétylantes comme la N-acetyl-transferase et les enzymes impliquées dans le
métabolisme des carcinogéenes comme le cytochrome P450 2E1 sont associés a une
augmentation du risque de cancers chez les patients fumeurs, ayant des habitudes

alimentaires a risque (9).



C. Anatomo-pathologie

1. Histologie des lésions précancéreuses

Les lésions précancéreuses sont répertoriées dans la classification internationale de

Padoue (19)(Tableau 1).

TABLE 1. Gastric dysplasia and related lesions: the
Padova classification

1. Negative for dysplasia
1.0 Normal
1.1 Reactive foveolar hyperplasia
1.2 Intestinal metaplasia (IM)
1.2.1 IM Complete type
1.2.2 IM Incomplete type
2. Indefinite for dysplasia
2.1 Foveolar hyperproliferation
2.2 Hyperproliferative IM
3. Non-invasive neoplasia (flat or elevated [synonym adenoma])
3.1 Low-grade
3.2 High-grade
3.2.1 Including suspicious for carcinoma without invasion
(intraglandular)
3.2.2 Including carcinoma without invasion
(intraglandular)
4. Suspicious for invasive carcinoma
5. Invasive adenocarcinoma

Tableau 1 : Classification des lésions précancéreuses de Padoue

a. Métaplasie intestinale

Il s’agit de la trans-différenciation de I'épithélium gastrique en un épithélium de

type intestinal. On distingue (Figure 1A):
- La métaplasie intestinale compléte (de type 1) : avec des cellules absorbantes, des
cellules caliciformes (sécrétant des sialomucines colorées par le Bleu Alcian) et des

cellules de Paneth.



- La métaplasie intestinale incompléte (de type Il) : sans cellules absorbantes, avec des
cellules caliciformes et des cellules mucosécrétantes cylindriques, sécrétant des
sialomucines.

- La métaplasie incomplete (de type |Ill): avec des cellules cylindriques
mucosécrétantes et des cellules caliciformes, sécrétant des sialo et sulfomucines.

Seules les colorations histochimiques distinguent les métaplasies intestinales de type Il et de
type lll. La métaplasie incompléte Il serait associée a un plus fort risque de cancer que la
métaplasie compléte (20). Mais pour d’autres auteurs, le caractére expansif de la métaplasie
intestinale est un facteur péjoratif d’évolution vers un cancer plus important que le sous-

type méme de la métaplasie (21).

b. Dysplasie

On distingue des lésions de dysplasie de bas et de haut grade :

- La dysplasie de bas grade est caractérisée par une pseudostratification de
I’épithélium, une perte ou une diminution de la sécrétion de mucine. Ces
modifications débutent a la partie profonde de I'épithélium et s’étendent a la surface
(figure 1B)

- La dysplasie de haut grade est caractérisée par une architecture irréguliére avec une
perte de la polarité épithéliale et des cellules aux noyaux volumineux et nucléolés.

Les mitoses sont fréquentes.

2. Classifications histologiques des cancers

De nombreuses classifications ont été proposées. La premiere classification
morphologique des cancers de I'estomac a été la classification de Boorman (22) qui était une
classification purement macroscopique. Actuellement, les classifications les plus utilisées en
Occident sont la classification de Laurén (1) qui n’est pas vraiment une classification
histologique et la classification de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (23). D'autres
classifications sont utilisées, notamment au Japon, comme la classification japonaise proche

de la classification de Lauren, la classification de Nakamura (24) et la classification de Goseki



(25). La multiplicité des classifications macroscopiques, histologiques, endoscopiques et
épidémiologiques des cancers de I|'estomac entretient une certaine confusion. Leur
utilisation, parfois peu rigoureuse, rend difficile la compréhension et la synthese de la
littérature sur le cancer de I'estomac ainsi que la comparaison des études provenant d’Asie

et d’Occident.

a. Classification de Laurén

La classification de Lauren a été décrite plus haut.

b. Classification de 'OMS

Dans cette classification (23), les cancers sont gradés en cancers bien, moyennement et
peu différenciés et classés en 4 sous types histologiques principaux : papillaire, tubulaire,
mucineux et a cellules en bague a chaton.

L’adénocarcinome tubulaire est constitué de tubes plus ou moins dilatés et agglomérés en
massifs cribriformes (figure 2A). Le type tubulaire peu différencié est aussi appelé
« carcinome solide ».

L'adénocarcinome papillaire est en général une tumeur bien différenciée exophytique
constituée de papilles centrées par un axe fibrovasculaire (figure 2C).

L'adénocarcinome mucineux, appelé également carcinome colloide, est défini par la
présence de plus de 50% de mucine extracellulaire (figure 2B).

L'adénocarcinome a cellules en bague a chaton est un cancer dans lequel plus de 50% de la
masse tumorale est formée de cellules en bague a chaton, c’est-a-dire une cellule avec un
cytoplasme contenant de la mucine refoulant le noyau a la périphérie de la cellule (figure
2D). Les cellules en bague a chaton typiques sont en général nombreuses a la partie
superficielle de la tumeur. Les cellules en profondeur ont en général moins de mucine et un

noyau plus centralisé.



Figure 1 : Lésions prénéoplasiques
A) Lésions de métaplasie intestinale complete
B) Lésions de dysplasie de bas grade

Figure 2 : Types histologiques de la classification de 'OMS
A) Type tubulaire
B) Type mucineux (colloide)
C) Type papillaire
D) Type a cellules en bague a chaton




A cOté des ces 4 types principaux, d’autres sous-types plus rares sont décrits : le carcinome
médullaire, le carcinome a cellule de Paneth, le carcinome a cellules claires pyloro-
cardiaque, l'adénocarcinome oncocytique ou a cellules pariétales, le carcinome
adénosquameux, le carcinome gastrique avec un contingent de cellules germinales, le

carcinome hépatoide et le carcinosarcome.

c. Classification immunophénotypique japonaise des cancers (26)

Le cancer gastrique a des aspects histologiques et immunohistochimiques
hétérogenes car les tumeurs naissent de tissus variés de profils phénotypiques différents :
épithélium fundique ou antral natif, métaplasie antrale en muqueuse fundique parfois
appelée « métaplasie exprimant le peptide spasmolytique » (SPEM), métaplasie intestinale,
et dysplasie. Comme les cancers tentent de reproduire le phénotype des tissus dont ils
naissent, certains auteurs japonais ont imaginé une classification immunophénotypique des
cancers. Cette classification définit 1) un phénotype gastrique ou fovéolaire reposant sur
I'expression de MUCS5AC qui est la mucine présente dans les cellules épithéliales fovéolaires
gastriques, 2) un phénotype intestinal reposant sur I'expression de MUC2 qui est la mucine
présente dans les cellules caliciformes intestinales, de CD10 qui est une endopeptidase de la
bordure en brosse des entérocytes, 3) un phénotype mixte, associant le phénotype
fovéolaire et le phénotype intestinal dans la méme tumeur et 4) un phénotype inclassable
lorsque la tumeur n’exprime aucun de ces marqueurs. Les travaux des auteurs japonais
montrent que cette classification immunophénotypique des cancers de l'estomac est
justifiée par des arguments cliniques, évolutifs et moléculaires (26-28). Cette classification
immunophénotypique des cancers de I'estomac ne présente aucun parallélisme avec les

classifications histologiques de I’'OMS et de Laurén.



D.La génétique du cancer gastrique

Le cancer de I'estomac est une maladie génétiquement hétérogene et complexe. La
carcinogenese gastrique est un processus en plusieurs étapes impliquant une accumulation
d’événements génétiques et épigénétiques. Toutes les anomalies génétiques accompagnant
Iinitiation et la progression des cancers de |'estomac sont loin d’étre connues. De
nombreuses études cytogénétiques et moléculaires sont menées pour éclaircir ces

mécanismes.

1. Données de la cytogénétique

La détection des anomalies des tumeurs solides en cytogénétique conventionnelle
est particulierement difficile, les difficultés étant liées a la complexité méme des anomalies
chromosomiques. Le développement des techniques d’hybridation in situ (HIS) et
d’hybridation génomique comparative (CGH) a permis d’améliorer nos connaissances de ce

processus (29).

a. Cytogénétique conventionnelle

Les anomalies chromosomiques simples décrites dans le cancer de I'estomac sont
la trisomie des chromosomes 8, 9 et 19, un chromosome X surnumeéraire, des délétions du
chromosome 7q et I'apparition d’un isochromosome 8 (i8q). Il a été montré que les cancers
de l'estomac, ou seule I'anomalie chromosomique i8q était retrouvée, étaient de bon
pronostic (30). D’autres publications ont rapporté que i(8q) était détecté dans des cancers
gastriques de stade évolué, associé a une agressivité tumorale (31).

Les anomalies complexes impliquent les chromosomes 1, 3, 6, 7, 8, 11 notamment

11p13-15, 13,17 et 19.



b. Hybridation in situ

Les études utilisant I'hybridation in situ avec des sondes fluorescentes (FISH) ont
montré des associations entre certaines anomalies chromosomiques et les données clinico-
pathologiques. Les anomalies numériques du chromosome 17 seraient significativement
associées a la profondeur de l'invasion tumorale, au statut ganglionnaire et a la présence
d’emboles vasculaires et lymphatiques (32). De méme les anomalies numériques des

chromosomes 3, 10, 11, 12 et Y seraient associées a un moins bon pronostic (33).

c. Hybridation Génomique Comparative

La CGH array a permis d’affiner la compréhension des anomalies génétiques
accompagnant la progression des cancers de l'estomac. Les principales aberrations
chromosomiques retrouvées dans les cancers de I'estomac sont des gains de 5p, 7p, 7q, 8q,
13q, 15q, 18q, 209 et 22q et des pertes de 3p, 5q, 4q, 14q, 169, 17p et 18q (29). Tout comme
dans les études utilisant la technique FISH, les corrélations entre les données clinico-
pathologiques et I'apparition des différentes aberrations chromosomiques rapportées par
les différentes équipes de recherche sont discordantes (29). Les gains de 18q et de 20q sont
fréquents dans les cancers de type intestinal de la classification de Lauren alors que les gains
de 13qg sont plus fréquents dans les cancers de type diffus (34). Les pertes de 3p et de 5q
sont plus fréquentes dans les cancers de type intestinal (35). Toutefois, pour certains
auteurs, il n’existe aucune différence d’aberrations chromosomiques entre les deux types de
cancers de l'estomac (29). Ainsi, les mécanismes d’apparition des 2 types de cancers
gastriques définis par Lauren ne seraient pas expliqués par des aberrations du nombre de
copies chromosomiques.

Des auteurs ont comparé les anomalies chromosomiques des cancers de type diffus de stade
précoce et des cancers de type diffus de stade avancé : les gains de 8q, |la perte de 169 et
179 sont plus fréquents dans les cancers précoces alors que les gains de 7p, 7q et 15q et les
pertes de 3p et 18q sont fréquents dans les cancers avancés (36) .

Pour certains auteurs, les données de la cytogénétique pourraient apporter des informations
pronostiques utiles et pourraient guider les traitements : les pertes de 9p23 et de 14q31
sont associées au statut ganglionnaire et la perte de 3p12 a la présence de métastases

péritonéales (29) .



Finalement, les résultats de cytogénétique sont actuellement trop peu reproductibles pour
établir des parallélismes avec les séquences pathologiques supposées de la carcinogenese

gastrique.

2. Données de la biologie moléculaire

Le développement et la progression des cancers de |'estomac impliquent un certain
nombre d’anomalies génétiques et épigénétiques des genes suppresseurs de tumeurs, des
oncogenes, des genes régulateurs du cycle cellulaire et des molécules d’adhésion et des
génes réparateurs de I’ADN.

L'accumulation de ces altérations génétiques serait différente dans le type intestinal et dans
le type diffus de la classification de Laurén. Néanmoins, ces deux types de cancers de

I’estomac partagent certaines altérations génétiques (29).

a. TP53

Le gene TP53 localisé sur le chromosome 17p13.1 (11) code une protéine
« sentinelle » intervenant dans le contréle du cycle cellulaire, dans la réparation de I’ADN,
dans la différenciation cellulaire et I'apoptose. La mutation de TP53 est une des anomalies
majeures des cancers humains. Elle est fréquemment observée dans le cancer de I'estomac.
Le géne TP53 peut étre inactivé par deux mécanismes successifs : la perte d’hétérozygotie et
la mutation de l'allele restant. La fréquence des mutations de p53 dans les cancers
gastriques de type intestinal est d’environ 40% des cancers gastriques ; ce chiffre étant
similaire dans les cancers gastriques de type diffus évolués. Les mutations sont par contre
tres rares dans les cancers gastriques de type diffus de stade précoce (29; 37). Ces études
ont été réalisées par des auteurs japonais utilisant la classification japonaise, proche de la

classification de Lauréen.



b. hMLH1

Comme dans le cancer colo-rectal, I'inactivation de hMLH1 gene de réparation de
I’ADN est le plus souvent liée a des phénomeénes épigénétiques d’hyperméthylation des flots
CpG du promoteur du géne. La perte d’expression de hMLH1 qui en est la conséquence est
fréquemment décrite dans les cancers de phénotype instable pour les microsatellites (MSI).
Le statut MSI est défini par la présence d’erreurs de réplication dans les séquences répétées
en tandem de I’ADN appelées microsatellites.
Vingt pour cent des cancers gastriques de type intestinal de stade précoce sont de
phénotype MSI. Dans la méme étude, aucun cancer gastrique de type diffus de stade
précoce ne présentait ce phénotype (37). De plus certaines études suggéreraient que les
cancers de I'estomac de phénotype MSI sont plus fréquents chez les sujets agés, associés a
une faible prévalence des métastases ganglionnaires, a un comportement moins agressif des

cancers de I'estomac et a une survie plus longue dans les cancers de stade Il (29).

c. E-cadhérine

Comme nous le verrons plus loin, la E-cadhérine (CDH-1) appartient a la
superfamille des cadhérines, protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire inter-cellulaire.
Le gene CDH1 de la E-cadhérine situé sur le chromosome 16g22 joue un réle important dans
la carcinogenese gastrique : des mutations germinales de CDH-1 ont été identifiées chez les
patients atteints de la forme héréditaire des cancers gastriques de type diffus (38). Dans les
formes sporadiques, la E-Cadhérine est fréquemment inactivée par LOH, mutation ou
hyperméthylation (39; 40). La méthylation est observée dans plus de 50% des cancers
sporadiques de type diffus de stade précoce, alors que les mutations sont surtout observées

dans les cancers diffus de stade tardif (37).

d. Autres genes suppresseurs de tumeur

Les mutations d’APC, gene localisé sur le chromosome 5qg21-gq22 (11), sont
observées dans plus de 50% des cas de cancer gastrique de type intestinal. Elles ne sont pas
détectées dans les cancers gastriques de type diffus (29). L'inactivation par mutation d’APC

entraine l'activation de la voie Wnt entrainant la translocation de la B-caténine dans le



noyau cellulaire. Actuellement, [I'implication de la voie APC/BCaténine dans le
développement des cancers de |’'estomac reste obscure.

Le gene de p16, localisé dans la région chromosomique 9p21 (11), code pour un
inhibiteur du cycle cellulaire. La perte d’expression de pl6 a été décrite dans les cancers
gastriques de type intestinal et diffus ; cette perte d’expression serait associée a la présence
de métastases ganglionnaires (29).

La perte d’hétérozygotie et les mutations de PTEN, géne situé dans la région
chromosomique 10g23.3 (11) ont été associées a l'infiltration et aux cancers gastriques
métastatiques (29).

Le géne RUNX3 (chromosome 1p36) (11), un des trois « mammalian runt-related
gene » a été récemment identifié comme géne suppresseur de tumeur. La perte
d’expression de RUNX3 est liée a une délétion hémizygote et a une hyperméthylation qui est

fréquemment observée dans les cancers de I'estomac (37).

E. Classification TNM et en stades

Elle tient compte des constations per opératoires du chirurgien et de I'analyse

anatomo-pathologique de la piéce d’exérese (Tableau 2).

T-Tumeur primitive

TX : Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive.

. TQ : Pas c!e S|gne. de.tumeur prm.wmve.’ e . . Stade 0 Tis NO MO
. Tis : Carcinome in-situ : tumeur intra-épithéliale sans invasion de la muqueuse.
= T1:Tumeur envahissant la muqueuse ou la sous-muqueuse. Stade IA T1 NO MO
. T2 : Tumeur envahissant la musculeuse ou la sous-séreuse. Stade IB T1 N1 MO
T2a Tumeur envahissant la musculeuse.
T2b Tumeur envahissant la sous-séreuse. T2a/b NO MO
= T3: Tumeur envahissant la séreuse (péritoine viscéral) sans envahissement des Stadell T1 N2 MO
structures adjacentes. T2a/b N1 MO
= T4 :Tumeur envahissant les structures adjacentes.
T3 NO MO
N-Adénopathies régionales Stade IlIA T2a/b N2 MO
- NX : Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies. 13 N1 MO
- NO : Pas de signe d’atteinte des ganglions lymphatiques régionaux.
= N1:Envahissement de 1 a 6 ganglions lymphatiques régionaux. T4 NO Mo
- N2 : Envahissement de 7 a 15 ganglions lymphatiques régionaux. Stade IIIB T3 N2 MO
. N3 : Envahissement de plus de 15 ganglions lymphatiques régionaux.
Stade IV T4 N1,N2,N3 MO
M-Métastases a distance T1,T2,T3 N3 MO
- MX : Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance. i tous N M1
- MO : Pas de métastase a distance.

M1 : Présence de métastase(s) a distance

Tableau 2 : Classification TNM et en stades




Les cancers gastriques sont parfois classés morphologiquement en cancers « superficiels » et
en cancers « invasifs » (9).

Par définition, les cancers « superficiels » sont limités a la muqueuse et a la sous-muqueuse,
correspondant au stade pT1 de la classification TNM, quelque soit leur statut ganglionnaire.
lIs sont classés macroscopiquement en type | (polypoide), Il (superficiel) et Ill (excavé). La
probabilité d’envahissement ganglionnaire est de 3 a 11% pour les cancers envahissant la
muqueuse et de 12 a 26% pour les cancers atteignant la sous-muqueuse. Le délai de
progression vers un cancer « invasif » est en moyenne de 8 ans (41).

Par définition, les cancers invasifs atteignent la musculeuse (2pT2). Boormann (22) a classé
ces cancers en 4 types selon leurs aspects macroscopiques : type | (polypoide), Il (ulcérant),

Il (ulcérant et infiltrant) type le plus fréquent et type IV (infiltrant) correspondant a la linite.

F. Traitement

1. Chirurgie

Jusqu’a présent, elle constitue le seul traitement éventuellement curatif du cancer
de I'estomac. Elle n’est malheureusement réalisable que chez moins de 50% de la population
générale. Le geste chirurgical de gastrectomie partielle, totale ou en monobloc dépend de la
localisation de la tumeur et de son extension. Ce geste s’accompagne toujours d’un curage
ganglionnaire devant comporter au moins 20 ganglions. La morbidité est d’environ 30% et la

mortalité liée a la chirurgie est d’environ 6% (42).

2. Radiothérapie

A elle seule, elle n’a pas d’efficacité démontrée dans le traitement a visée curative ;

elle est parfois utilisée dans le traitement palliatif.



3. Chimiothérapie

Jusgu’a récemment, elle était réputée comme ayant peu d’effet sur I’évolution des
cancers de I'estomac. Les résultats récents de l'essai MAGIC (43) sont en faveur de la
chimiothérapie périopératoire, c'est a dire débutée en préopératoire et adjuvante. Elle
consiste en |'association d’épirubicine, de cisplatine et de 5 FU (ECF). Elle entraine une
diminution de la taille tumorale, du stade tumoral et améliore significativement la survie
sans progression et la survie globale des patients.

En cas de métastases, la chimiothérapie prolonge la durée et la qualité de vie d’environ 6
mois mais les taux de survie médiane ne dépassent pas 9 mois (4). lls existent plusieurs
protocoles (44) : le protocole DCF (docetaxel, 5FU, cisplatine), le protocole ECF (epirubicine,
cisplatine, 5-FU), le protocole LV5FU2-cisplatine plus souvent prescrit car moins contraignant
(4), le protocole ILF (irinotecan, 5FU, leucovorin) qui donneraient de meilleurs résultats que

le protocole ELF (etoposide, leucovorin, 5-FU) (45).

4. Radio-chimiothérapie

Il semblerait qu'une radiothérapie associée a une chimiothérapie a base de 5-FU
diminue le risque de rechute chez les patients opérés d'un cancer de |'estomac localement
évolué. Le protocole utilisé s'appelle protocole Mac Donald. Il associe dix a douze cures de
chimiothérapie et une cure de radiothérapie débutée au troisieme cycle de chimiothérapie

(44).



II. Le Tissue Microarrays (TMA)

Nous décrivons la technique de Tissue Microarrays sur laquelle repose I'ensemble de

notre travail et les études statistiques qui en découlent.

A. Historique, définition

L'idée est née de la réflexion en 1997 d’un jeune étudiant, Juha KONOKEN au National
Human Genome Research Institut de Bethesda, qui travaillait sur des cDNA micro-array. Il
chercha a améliorer sur une plus large échelle la signification de ses résultats obtenus en
« DNA microarray ». Il a donc pensé a inclure des centaines de carottes de tissu au sein d’'un
seul bloc de paraffine (46). Il s’est largement inspiré du principe du bloc tissulaire multi-
tumoral surnommé « bloc saucisse » de Battifora développé en 1986 pour vérifier la
spécificité des anticorps nouvellement développés pour I'immunohistochimie (47). Guido
SAUTER a Bale a développé la technique et I'a appliquée a des études pharmacologiques
(48).

La technologie des TMA permet d’ordonner dans un méme un bloc de paraffine des
échantillons tissulaires fixés et inclus en paraffine et de les analyser sur une méme lame
histologique. Cette technique permet ainsi d’intégrer dans un méme bloc en paraffine des
Iésions a différents stades évolutifs d’'une cohorte importante de patients et d’observer in
situ I'expression de protéines d’intérét par immunohistochimie et de genes d’intérét par

hybridation in situ.



B. Méthodologie

La construction des TMA se fait en plusieurs étapes :

1) Sélection de blocs de paraffine comportant les tissus d’intérét d’une cohorte de
patient,

2) Sélection des zones d’intérét par la lecture des lames correspondant aux blocs
sélectionnés,

3) Prélevements de carottes dans les blocs de tissus inclus en paraffine sélectionnés
avec un punch biopsique dont le diamétre varie entre 0,6 et 4 mm,

4) Inclusion orthonormée des carottes prélevées selon un plan préétabli dans un bloc de
paraffine receveur.
Ces 2 derniéres étapes sont faites a I'aide d’un « tissue microarrayeur » (figure 3) a I'aide de
deux aiguilles de calibres différents, une pour créer le trou receveur et une pour combler le
trou receveur avec la biopsie issue du bloc de paraffine donneur. Selon le diameétre du punch
biopsique utilisé, jusqu’a mille carottes peuvent étre incluses dans un seul bloc de paraffine
receveur. Le bloc receveur est ensuite coupé avec un microtome (figure 3). Cent a 500
coupes de 5 microns peuvent étre obtenues a partir de chaque bloc de Tissue Microarrays.
Ce systeme est manuel et nécessite 1 ou 2 semaines de travail pour construire un TMA. De
nouveaux types de tissue-microarrayeur robotisé apparaissent (Suéde) et permettront la
construction plus rapide des TMAs. Néanmoins le meilleur des robots ne pourra s’affranchir
de I'ceil du pathologiste pour la sélection des zones d’intéréts.
La perte de points tissulaires lors du transfert ou de la coupe au microtome constitue un des
problemes de cette technique. Chaque lame de TMA présente une perte tissulaire estimée
entre 10 et 30% de la totalité des points tissulaires créés. Pour palier a cette perte, certains
auteurs proposent de faire 3 blocs de TMA pour une méme série, de bien remplir le trou
receveur au besoin par plusieurs fragments du méme tissu et surtout d’utiliser un bloc
donneur d’au minimum 3-4 mm d’épaisseur tissulaire (49).
Des analyses ont comparé les résultats immunohistochimiques obtenus sur les coupes
entiéres des blocs de paraffine donneurs et les coupes de TMA incluant un nombre croissant
de points tissulaires provenant du méme bloc donneur. Un taux de concordance satisfaisant
est obtenu dés lors que 3 carottes du méme cas sont incluses dans le TMA. L'inclusion de 3

carottes permet de pallier les pertes de points tissulaires au cours de la technique et



d’apprécier I’hétérogénéité tissulaire. Néanmoins le nombre de carottes doit étre adapté en

fonction de la densité cellulaire des tumeurs et du diamétre du punch biopsique utilisé (49).

N
-~ %

VR Sesvaw
"L

| tiow

Figure 3 : Protocole de construction d’un Tissu MicroArray

C. Applications

Cette technique est un outil de recherche a haut débit d’étude protéomique.
Le TMA permet de :

- Valider des marqueurs d’intérét prédictif et pronostique en pathologie tumorale et
non tumorale,

- Rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques,

- D’effectuer des contrbles de qualité des techniques d’immunohistochimie et de
contréler la spécificité et la sensibilité des nouveaux anticorps développés a des fins
diagnostiques (construction d’'un modeéle prenant en compte soit différents types de
fixation, ou de type de tissus permettant ainsi d’obtenir des controles externes et

internes).



Ill. Biomarqueurs

Les biomarqueurs d’intérét pour cette étude d’une cohorte de patients atteints de

cancers de I’estomac sont décrits dans ce chapitre et schématisés sur la figure 4.

A. E-cadhérine

La E-cadhérine est considérée comme un géne suppresseur de tumeur (50). La E-
cadhérine est un membre de la famille des glycoprotéines transmembranaires, exprimée par
les cellules épithéliales, responsable de I'adhérence intercellulaire dépendante du calcium.
Le domaine extracellulaire de la E-cadhérine permet I'adhérence intercellulaire et le
domaine cytoplasmique interagit avec des protéines intracytoplasmiques liées au
cytosquelette (51). Ces protéines sont I'a, la et la y-caténines ainsi que la p120 caténine. La
E-cadhérine participe donc a l'intégrité structurale des épithélia: elle aide a réguler la
stabilité locale, 'adhérence et la déshadérence et intervient dans I'activité des autres
régulateurs de la polarité cellulaire.

Son implication dans la progression tumorale est décrite depuis longtemps : la perte
d’activité de la E-cadhérine dans les tumeurs entrainerait la progression rapide d’un

adénome a un carcinome invasif et métastatique (52).

B. B-caténine

La B-caténine est une protéine cytoplasmique, initialement décrite comme une molécule
jouant un réle structural dans I'adhérence cellulaire. Au niveau des jonctions adhérentes
intercellulaires, elle interagit directement avec deux autres molécules d'adhérence : la E-
cadhérine et l'alpha-caténine qui se lie aux filaments d'actine. Ce complexe permet de

maintenir I'adhérence cellulaire en reliant les cadhérines au cytosquelette d'actine.



Indépendamment de ce complexe, la B-caténine libre dans le cytoplasme joue un role
central dans la voie de signalisation Wnt, qui est impliquée dans le développement et la
progression tumorale (53). Dans le processus de développement, les facteurs wnt induisent
une accumulation de B-caténine en inhibant sa dégradation. La B-caténine s'associe ainsi
dans le noyau aux facteurs de transcription de la famille Tcf/Lef induisant la transcription de
genes cibles.

Dans les cellules normales et en l'absence de facteurs wnt, la [B-caténine est
constitutivement dégradée. Cette dégradation est initiée par un complexe multiprotéique
incluant le produit du géne suppresseur de tumeur APC, la kinase GSK3p, les protéines de la
famille axine/conductine. Dans la majorité des cancers, des altérations géniques d'APC, de B-
caténine ou de l'axine/conductine conduisent a la production de protéines tronquées qui
rendent impossible la dégradation de B-caténine. Les complexes B-caténine/Tcf-Lef activent
alors de fagon constitutive la transcription de génes dont les produits contribuent a la
progression tumorale comme : 1) c-myc, un facteur de transcription oncogénique, 2) la
cycline D1, un régulateur important du cycle cellulaire, 3) la matrilysine, qui est impliquée
dans l'invasion et la formation de métastases et 4) la gastrine (54).

La B-caténine est impliquée dans la carcinogenése comme le montre I'augmentation de
I'accumulation nucléaire de B-caténine dans les lésions précancéreuses type adénomes
gastriques (55). De plus des mutations activatrices du géne de la B-caténine (CTNNBI1 situé
sur le chromosome 3p21) ont été détectées dans des cancers gastriques sporadiques (56).
Chez les patients ayant une mutation germinale d’APC, le risque de développer un cancer
gastrique est multiplié par dix (57).

Néanmoins la relation entre la B-caténine et les cancers de I'estomac est encore obscure.

C. Her2

Her2 est une protéine appartenant a la famille des récepteurs transmembranaires
tyrosine kinase. Il s’agit d’'un membre de la famille de 'EGFR (epidermal growth factor
receptor). Cette famille se compose de 4 membres : Her1 (connu aussi sous le nom d’EGFR),

Her2 (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) et Her4 (ErbB-4). Ces récepteurs partagent la méme structure



moléculaire comprenant un domaine extracellulaire de liaison aux ligands, un court domaine
transmembranaire et un domaine intra-cytoplasmique portant l'activité tyrosine kinase.
Her3 ne posséde pas cette activité. La liaison des ligands au domaine extracellulaire initie
une cascade de signalisation qui influence de nombreux aspects de la biologie cellulaire des
tumeurs : prolifération, adhésion, migration et différenciation. La liaison des ligands au
récepteur monomeérique induit une homodimérisation ou une hétérodimérisation avec les
autres protéines Her. Her2 n’a pas de ligand connu mais constitue le partenaire préférentiel
de I'hétérodimérisation. Her2 est codé par un gene localisé sur le chromosome 17g21. Il agit
comme oncogene : I'amplification du geéne induit une surexpression de la protéine a la
membrane cellulaire conférant a la cellule maligne de nombreux avantages (58).

Her2 est impliqué dans le développement de nombreux type de cancer et notamment le
cancer du sein ou il est détecté dans 10 a 34% des cancers invasifs. Cette expression est un
facteur de mauvais pronostic et de mauvaise réponse au traitement (59).

Des liens ont été décrits entre Her2, la E-cadhérine et la B-caténine. Le fragment soluble de
la E-cadhérine produit par le clivage par les A Disintegrin and Metalloproteinase (ADAM)
interagirait avec Her2 et Her3 pour stabiliser I’'hétérodimérisation et donc I'activation de la
voie Erk dans des cellules cancéreuses mammaires (60). Quant au lien avec la B-caténine, la
phosphorylation dépendante d’Her2 permettrait la dissociation de la B-caténine du

complexe E-cadhérine/ B-caténine et donc I’activation de la voie Wnt (61).

D.Notch-1

La voie de signalisation Notch est impliquée dans ’lhoméostasie tissulaire. La famille des
protéines Notch comprend 4 membres (Notchl a Notch4) correspondant a des récepteurs
membranaires qui sont faits d’'un domaine extracellulaire, d’un domaine transmembranaire
et d’'un domaine intracellulaire. Le domaine intracellulaire de ces récepteurs est clivé par
I'activité successive des o sécrétases (ADAM17 ou TACE) et des y sécrétases (Préséniline 1)
apres liaison du domaine extracellulaire avec des ligands présents sur les cellules adjacentes
Jagged et Delta. Le domaine intracellulaire de Notch est alors transféré dans le noyau ou il

exerce une activité de facteur de transcription et induit I’expression de génes cibles comme



Hes (62; 63). Hes a été montré comme répresseur transcriptionnel de Hath1 impliqué dans la
différenciation cellulaire intestinale.

La « voie Notch » aurait pour role d’entretenir le compartiment de renouvellement cellulaire
des tissus, en préservant le compartiment des cellules souches et en freinant la
différenciation des cellules progénitrices (64).

La surexpression de Notchl, 2 et 3 a été détectée dans différentes types de cancers (colon,
poumon, pancréas). L’association Notch—cancer de I'estomac est beaucoup plus obscure.
Sekine et al a montré par RT-PCR que Notchl, 2, 3, Hesl et Hathl sont exprimés dans la
mugqueuse gastrique normale et dans des lignées cancéreuses gastriques. Il a également
démontré que Hathl pourrait étre un régulateur transcriptionnel de I'expression de MUCS6,
et de MUC5AC, mucines normalement présentes dans les cellules gastriques. MUC6 est
exprimée dans les glandes pyloriques et MUC5AC dans les cellules fovéolaires de
I’épithélium gastrique fundique (65). Ces données suggerent que la voie Notch est impliquée
dans l'inhibition de la différenciation gastrique et est activée dans les cancers gastriques
(66).

Jagged-1 est par ailleurs une cible de la voie Wnt. La voie de signalisation Notch
maintiendrait ’lhoméostasie des cellules souches et progénitrices synergiquement avec la

voie Wnt (67).
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Figure 4 : Schéma représentant les différents biomarqueurs étudiés : la E-cadhérine, la B-
caténine, Her2 et Notch1 (FRZ : frizzled ; Dvl : Disheveled ; GSK : glycogen synthase kinase ;
NICD : Notch intracellular domain ; TCF : T-cell-specific transcription)



IV. Problématique

A. But du travail

Le but de ce travail était de déterminer l'intérét diagnostique et pronostique de
I'expression de la E-cadhérine, de la B-caténine, de Her 2 et de Notchl par criblage
immunohistochimique et hybridation in situ a haut débit de Tissue-Microarrays de cancers

de I'estomac d’une cohorte de 111 patients.

B. Intérét thérapeutique

Les y-sécrétases permettent un des clivages protéolytiques de Notch.

Des inhibiteurs des y-sécrétases bloquant ce clivage et donc bloquant I'activation de la voie
de signalisation Notch ont été développés. Ces drogues (L-000891675/MK-0752) sont d’ores
et déja testées dans des essais cliniques de traitement des cancers du sein (68).

Récemment, une communication a I’ASCO 2009 (69) a décrit I'effet de I'inhibition de la voie
Notch par un nouvel inhibiteur des y-sécrétases (le GSI34) sur la croissance tumorale et
I'apoptose. Le GSI34 a de plus un effet potentialisateur de la cytotoxicité des
chimiothérapies habituellement utilisés dans les cancers gastriques. Cette étude a été

réalisée sur des lignées cancéreuses gastriques.

De méme les inhibiteurs d’Her2 sont bien connus: le Trastuzumab (Herceptin™) est un
anticorps ciblant spécifiquement la protéine Her2 en se liant directement a son domaine
extra-cellulaire. Son utilisation améliore la survie des patients ayant un cancer mammaire
Her2 positif (70). Cette efficacité remarquable dans la prise en charge des cancers
mammaires a incité de nombreuses équipes a investiguer son activité anti-tumorale dans

d’autres cancers et notamment le cancer gastrique (ASC02009).



MATERIEL ET METHODES

1. Patients

Cent onze patients traités par gastrectomie pour cancer de I'estomac entre 1995 et 2005
ont été inclus dans I'étude. Les blocs de paraffine des tumeurs étaient archivés dans le
service d’Anatomo-Pathologie du CHU de Nantes.

Les données clinico-pathologiques suivantes ont été collectées pour I'ensemble des

tumeurs :

I’age des patients au moment du diagnostic

- le type histologique de la tumeur (selon la classification de I'OMS : tubulaire,
papillaire, colloide, a cellules isolées)

- le grade de la tumeur

- le stade tumoral (pTNM et en stade IA-IB-II-IlIA-I1IB-1V)

- les données évolutives: date des derniéres nouvelles, la durée de survie sans

événement, les récidives éventuelles, le déces éventuel, la cause du déces et la durée

totale de survie.

II. Construction des « Tissu Microarrays » (TMAs)

Sept TMAs ont été construits. Les lames colorées a I’hématoxyline-éosine-safran (HES)
de 'ensemble des patients, ont été relues pour sélectionner les zones d’intérét des tumeurs
gastriques.

Les TMAs ont été construits a I'aide d’un tissu-microarrayeur (« Beecher Instrument »,
Silversprings, MD USA) selon le protocole décrit plus haut (71) :
- Forage d’un puits dans un bloc de paraffine vierge (bloc receveur) a 'aide d’une aiguille de

1 mm de diameétre



- Prélevement a l'aide d’un trocart préleveur de 0.9 mm de diamétre dans le bloc
comportant la zone d’intérét préalablement sélectionnée (bloc donneur)

- Introduction de la carotte biopsique dans le puits creusé dans le bloc receveur

- Répétition de la manceuvre pour I'ensemble des blocs donneurs sélectionnés grace au
déplacement selon les axes x et y ; chaque tumeur était représentée par trois carottes
différentes, les |ésions précancéreuses étaient représentées par une carotte ; enfin une
carotte de muqueuse normale gastrique pour chaque cas était également introduite.

Le repérage de chaque carotte et donc de son origine était renseigné sur un patron
informatisé.

Les blocs receveurs étaient ensuite coupés a I'aide d’'un microtome en coupes de 4 um
d’épaisseur placées sur des lames de verre sialinisées. La coupe de chaque carotte présente

au sein du bloc receveur est devenue ainsi un spot.

III. Protocole d’étude immunohistochimique

A. Protocole d’étude immunohistochimique sur les blocs de TMA

L'immunohistochimie a été réalisée grace a un automate (le Bond Max autostainer de
Menarini, France). Brievement, des coupes de 4-um des blocs de TMA étaient déparaffinées
dans trois bains successifs de xyléne. Aprées une réhydratation et un ringage, un démasquage
antigénique par la chaleur était effectué soit dans une solution de Citrate (E-cadherine , B-
caténine et Her2) soit dans une solution d’EDTA (Notchl). Les peroxydases endogenes
étaient ensuite inhibées par une solution de peroxyde d’hydrogene a 3%. Les coupes étaient
alors incubées a température ambiante avec I'anticorps primaire puis rincées. Les anticorps
primaires employés et leur méthode de révélation sont détaillés dans le tableau 3. La
révélation de [I'activité peroxydasique était effectuée par incubation avec Ia
Diaminobenzideéne (DAB). La contre-coloration était faite avec I’hématoxyline de Harris

pendant 1 minute suivie d’'une différenciation par I'eau courante et par immersion dans



I’eau lithinée. La déshydratation des lames était ensuite réalisée dans I'alcool absolu et le
toluéne. Les lames étaient montées a I'aide du milieu Consulmount™ puis observées au

microscope optique.

B. Evaluation du marquage immunohistochimique

Pour tous les marqueurs exprimés a la membrane cytoplasmique ou dans le cytoplasme,
il a été utilisé une méthode s’inspirant de celle de Sinicrope (72) évaluant a la fois I'intensité
du marquage et la proportion de cellules épithéliales marquées. L'intensité du marquage
était classée en 1 (faible), 2 (modérée) et 3 (forte). Les cellules considérées comme positives
étaient quantifiées sous forme d’un pourcentage par rapport au nombre de cellules totales
et classées dans une de ces catégories: 0 (0%), 1 (1-33%), 2 (33-75%), et 3 (>75%).
L'intensité du marquage et le pourcentage de cellules tumorales positives étaient multipliés

fournissant ainsi un indice de marquage pour chaque tumeur.
Un résultat était considéré comme positif, lorsque I'indice de marquage était supérieur a 1.

Pour le marquage par l'anticorps anti-Notchl, seul le marquage nucléaire était pris en

compte car il permettait de suspecter une activation de Notch1.

Pour chaque spot, les comptages étaient effectués dans les champs comportant le plus de
noyaux marqués et 500 noyaux étaient comptés au grossissement x 400. Le résultat était

obtenu en pourcentage de noyaux marqués.

C. Hybridation in situ avec des sondes chromogéniques (CISH)

La sonde spécifique d’"HER2 utilisée est fabriquée et commercialisée par le Laboratoire
Zymed (San Francisco, CA). L’hybridation moléculaire et la détection du signal hybridé est
effectuée sur des lames de TMA coupées a 5um selon les recommandations de la trousse de

détection CISH des Laboratoires Zymed. L'amplification était définie par la détection d’au



moins six signaux par noyau dans plus de 50% des cellules tumorales ou quand un cluster de

copies de genes était observé.

anticorps |fournisseur espece Epitope dilution | Révélation
reconnu en [HC |enIHC
E- DakoCytomation | Monoclonal | Ectodomaine [1/100 [Bond
Cadherine de souris Polymer
(NCH-38) Refine
B- BD Transduction | Monoclonal | Partie C- 1/400 |Bond
Caténine |Laboratories de souris terminale Polymer
(571-781 aa) Refine
(Clone14)
Her2 Dako Polyclonal 1/800 |Bond
(DA485) Polymer
Refine
Notchl Santa Cruz Polyclonal |Partie C- 1/250 |Bond
(C20- Biotechnology |de lapin terminale Polymer
sc6014) Refine

Tableau 3 : Anticorps primaires utilisés en immunohistochimie (IHC).

IV. Analyses statistiques

Les études statistiques d’association entre les données clinico-pathologiques et
I’expression des biomarqueurs testés ont été faites a I'aide des tests de 2 ou du test exact
de Fisher, lorsque les échantillons de populations étaient de petite taille. Les différences
d’expression des biomarqueurs évaluées quantitativement entre 2 groupes différents
étaient évaluées par le test de Student ou le test U de Mann-Whitney selon la répartition
équilibrée ou non des variables. Des courbes de Kaplan-Meier ont été réalisées pour
comparer la durée de survie sans événement et la durée globale de survie, et les différences
étaient évaluées par le test de Log Rank. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le
logiciel GraphPadPrism4 (73). La différence était jugée statistiquement significative la valeur

du p était inférieur ou égal a 0,05.



RESULTATS

I. Cohorte

Les données clinico-pathologiques sont répertoriées dans le tableau 6.

Cent onze patients ont été inclus, 77 hommes et 34 femmes, de 67 ans d’age moyen
(extrémes : 38 a 99 ans).

Soixante treize patients étaient atteints d’adénocarcinome de type intestinal (65,8%)
(64 adénocarcinomes tubulaires, 5 papillaires, 4 mucineux selon la classification de 'OMS). Il
s’agissait de 53 hommes et de 20 femmes (age moyen de 69 ans; extrémes : 42 a 99 ans).
Quarante cing pour cent des adénocarcinomes de type intestinal étaient dans 'antre, 21 %
dans le fundus, 32 % dans le cardia, et 1 % sur moignon.

Trente huit patients étaient atteints d’adénocarcinome de type diffus (34,2%) (16
adénocarcinomes indifférenciés a cellules isolées et 22 adénocarcinomes a cellules en
bagues a chaton de la classification de 'OMS). Il s’agissait de 24 hommes et 14 femmes (age
moyen de 60 ans ; extrémes de 38 a 85 ans). Soixante huit pour cent des adénocarcinomes
de type diffus étaient localisés dans I'antre, 21 % dans le fundus, 8 % dans le cardia et 3 %

sur moignon.



II. Expression des biomarqueurs

A. Expression de la E-cadhérine, de la B-caténine, de Her2 et Notch1 dans

la muqueuse gastrique normale

Une expression cytoplasmique et membranaire de la E-cadherine et de la B-caténine
était présente dans les cellules épithéliales du revétement fovéolaire, des cryptes et des
glandes fundiques et antrales de la muqueuse gastrique normale (figure 5A et B). Un
marquage nucléaire de la B-caténine était parfois observé dans les cellules épithéliales du
fond des cryptes (figure 5C).

Her2 n’était pas exprimé par les cellules épithéliales de la muqueuse gastrique normale
(figure 5D).

Une faible expression cytoplasmique de Notchl était observée dans les cellules épithéliales
gastriques fovéolaires, des cryptes et des cellules des glandes fundiques et antrales, alors
que les lymphocytes et les cellules endothéliales du chorion exprimaient intensément

Notch1 (figure 5E).



Figure 5 : Expression des biomarqueurs dans la muqueuse gastrique normale.

A : E-cadhérine (x10) : marquage membranaire et cytoplasmique des cellules épithéliales du
revétement fovéolaire, des cryptes et des glandes antrales.

B : B-caténine (x10) : marquage membranaire et cytoplasmique des cellules épithéliales du
revétement fovéolaire, des cryptes et des glandes antrales avec focalement un marquage
nucléaire des cellules épithéliales du fond des cryptes (Cx20).

D : Her2 (x10) : absence d’expression par les cellules épithéliales de la muqueuse.

E: Notchl (x10): fin marquage cytoplasmique des cellules épithéliales gastriques
fovéolaires, des cryptes et des glandes antrales. A noter la positivité des éléments du
chorion (lymphocytes, cellules endothéliales).



B. Expression de la E-cadhérine, de la B-caténine, de Her2 et de Notch1

dans les adénocarcinomes gastriques de type intestinal

Les résultats sont récapitulés dans le tableau 4.
Soixante neuf adénocarcinomes de type intestinal (94,5%) exprimaient la E-cadhérine (figure
6A) et 4 (5,5%) ne I'exprimaient pas (figure 6B).
Un marquage membranaire et cytoplasmique des cellules tumorales avec I'anticorps anti- -
caténine était présent dans 70 tumeurs (98,6%). Dans 2 cancers, une expression aberrante
de B-caténine était observée avec la présence d’'un marquage cytoplasmique associée a une
absence de marquage membranaire (figure 6D). Dans 26 tumeurs (35,6%), un marquage
nucléaire était observé (figure 6C).
Her2 était exprimé a la membrane des cellules tumorales de 12 des 57 adénocarcinomes de
type intestinal testés (21,1%) (Figure 7A). Une amplification de HER2 était détectée dans ces
12 cas par hybridation in situ chromogénique (Figure 7B). Tous les adénocarcinomes
d’architecture papillaire (100%), du fundus et du cardia, et sept des 52 adénocarcinomes
tubuleux (13,5%) essentiellement du fundus et du cardia exprimaient Her2.
Un marquage nucléaire de Notch1, témoignant de I'activation de Notch1, était présent dans
60 des 73 cancers de type intestinal (82,2%). Le pourcentage de noyau marqué variait de 0,2

% a 19,7% (médiane =1,3% ; moyenne = 2,3% + 0,3%) (Figure 7C).

C. Expression de la E-cadhérine, de la B-caténine, de Her2 et de Notch1

dans les adénocarcinomes gastriques de type diffus

Les résultats sont récapitulés dans le tableau 4.
Vingt sept des 38 (71,1%) adénocarcinomes gastriques de type diffus exprimaient la E-
cadhérine (figure 8A) et 11 (28,9%) avaient une perte d’expression (figure 8B).
L'expression membranaire et cytoplasmique de la B-caténine était présente dans 27 cancers
(84,4%) (Figure 8C). L'expression nucléaire de la B-caténine était observée dans 21 cancers
(55,3%) (Figure 8C). Comme dans les adénocarcinomes de type intestinal, six tumeurs
avaient une expression aberrante de la B-caténine.



Her2 n’était pas exprimé dans les 25 adénocarcinomes de type diffus testés et aucune
amplification de HER2 n’était détectée par hybridation in situ.

Notchl était exprimé dans le noyau des cellules tumorales de 30 des 38 (78,9%)
adénocarcinomes de type diffus. Le pourcentage de noyaux marqués variait de 0,6 a 35,9%

(médiane = 4,2%, moyenne = 5,8% + 0,9%) (Figure 8E).



Figure 6 : Expression de la E-cadhérine et de la B-caténine dans les adénocarcinomes de type
intestinal.

A : E-cadhérine (x20) : marquage membranaire et cytoplasmique des cellules tumorales d’'une
tumeur exprimant la E-cadhérine

B : E-cadhérine (x20) : cas d’une tumeur n’exprimant pas la E-cadhérine

C : B-caténine (x40) : marquage membranaire et cytoplasmique et parfois nucléaire des cellules
tumorales d’une tumeur exprimant la B-caténine

D : B-caténine (x40) : cas d’une tumeur avec expression aberrante de la B-caténine : présence
d’un marquage cytoplasmique avec l'anticorps anti-B-caténine sans marquage membranaire
associée.



Figure 7 : Expression de Her2 et de Notch1 dans les cancers de type intestinal.

A: Her2 (x20): marquage membranaire des cellules tumorales d’une tumeur
exprimant Her2

B : CISH de Her2 (x1000) : tumeur avec un taux élevé d’amplification du géne HER2

C : Notch1(x40) : marquage cytoplasmique et parfois nucléaire des cellules tumorales
d’une tumeur avec forte activation de Notch.




Figure 8 : Expression des biomarqueurs dans les cancers de type diffus.

A : E-cadhérine (x20) : marquage membranaire et cytoplasmique des cellules tumorales d’une
tumeur exprimant la E-cadhérine

B : E-cadhérine (x20) : cas d’une tumeur n’exprimant pas la E-cadhérine

C: B-caténine (x20): marquage membranaire et cytoplasmique et parfois nucléaire des
cellules tumorales d’une tumeur exprimant la B-caténine

D : B-caténine (x20) : cas d’'une tumeur n’exprimant pas la B-caténine

E : Notchl (x20) : marquage cytoplasmique et parfois nucléaire des cellules tumorales d’une
tumeur avec forte activation de Notch.



D. Le profil d’expression de la E-cadhérine, de la B-caténine, de Her2 et
de Notch1 est différent dans les adénocarcinomes de type intestinal

et les adénocarcinomes de type diffus

La perte d’expression membranaire de la E-cadhérine était significativement plus
fréquente dans les adénocarcinomes de type diffus que dans les adénocarcinomes de type
intestinal (test 2 : p=0,002).

De méme, la perte d’expression membranaire et cytoplasmique de la B-caténine était
significativement plus fréquente dans les adénocarcinomes de type diffus que dans les
adénocarcinomes de type intestinal (test de Fisher : p = 0,01).

Le pourcentage de noyaux marqués par Notchl était significativement plus élevé dans les
adénocarcinomes de type diffus que dans les adénocarcinomes de type intestinal (test U de
Mann-Whitney : p = 0,01) (Figure 9).

L'expression de Her2 et l'amplification du gene n’étaient observées que dans les
adénocarcinomes de type intestinal (test exact de Fisher : p =0,014) et associée au sous-type

histologique papillaire (test exact de Fisher : p=0,0001).



TYPE HISTOLOGIQUE n=111

intestinal diffus
n=73 n=38
E-Cadhérine positive 69 (94,5%) 27 (71,1%)
négative 4 (5,5%) 11 (28,9%)
p 0,002
B-caténine mb positive 70 (98,6%) 27 (84,4%)
et cytoplasmique négative 1(1,4%) 5(15,6%)
p 0,01
B-caténine positive 26 (35,6%) 21 (55,3%)
nucléaire négative 47 (64,4%) 17 (44,7%)
p NS
Her2 positive 12 (21,1%) 0
négative 45 (78,9%) 25 (100%)
p 0,014

Tableau 4: Corrélation entre I'expression des biomarqueurs (E-cadhérine, B-
caténine et Her2) et le type histologique des 111 tumeurs reparties en 73 tumeurs
de type intestinal et 38 tumeurs de type diffus. Le pourcentage indiqué entre
parenthése correspond au % de tumeur du type histologique indiqué plus haut
exprimant le marqueur d’intérét.

A noter pour le marquage membranaire et cytoplasmique de la 8-caténine, seules
les tumeurs ayant a la fois un marquage ou une absence de marquage
membranaire et cytoplasmique étaient comptabilisées (les marquages aberrants
ont été exclus).

Pour I'étude de Her2, 57 adénocarcinomes de type intestinal et 25 de type diffus
ont été testés.
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E. Association entre les marqueurs

Nous ne développerons que les associations statistiquement significatives.

1. La perte d’expression de la E-cadhérine est associée a la perte
d’expression de la B-caténine membranaire et cytoplasmique dans les

cancers de type diffus

Comme le montre le tableau 5, 80 % des cancers de type diffus n’ayant pas de marquage
membranaire et cytoplasmique de B-caténine n’exprimaient pas la E-cadhérine alors que
81,5% des cancers ayant un marquage membranaire de P-caténine exprimaient la E-

cadhérine (p=0,015).

E-cadhérine positive E-cadhérine négative
B-caténine mb et cyto positive 22 (81,5%) 5(18,5%)
B-caténine mb et cyto négative 1(20%) 4 (80%)
p 0,015

Tableau 5 : Association ente I'expression de la E-cadhérine et la B-caténine membranaire et
cytoplasmique dans les cancers de type diffus.



2. La perte d’expression membranaire de la E-cadhérine est associée a
I’apparition de I’expression nucléaire de la B-caténine dans les cancers

de type intestinal

100% des adénocarcinomes de type intestinal avec perte d’expression de la E-cadhérine
et 32,9% des adénocarcinomes de type intestinal exprimant la E-cadhérine avaient un
marquage nucléaire de la B-caténine. Il apparait que la perte d’expression de la E-cadhérine

était associée a I’expression nucléaire de la B-caténine (test de Fisher p=0,01).

3. L’activation de Notchl est associée a la perte d’expression
membranaire de la E-cadhérine et de la B-caténine dans les cancers de

type diffus

La moyenne du pourcentage de noyaux marqués par l'anticorps anti-Notchl était de
4,3% lorsque les tumeurs exprimaient la E-cadhérine alors qu’elle était de 9,3% lorsqu’il y
avait perte d’expression de la E-cadhérine (test de Student p=0,045) (Figure 10). De méme la
moyenne du pourcentage de noyaux marqués par lI'anticorps anti-Notchl était de 4,4%
lorsque les cancers avaient un marguage membranaire et cytoplasmique de la B-caténine
alors qu’elle était de 12,4 % lorsqu’il y avait perte d’expression membranaire et

cytoplasmique de la B-caténine (test de Student p=0,022) (Figure 11).
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Figure 10 : Comparaison du pourcentage de noyaux marqués par I'anticorps anti-Notch1 en
fonction de I'expression de la E-cadhérine par les cellules tumorales des cancers de type
diffus. Le pourcentage moyen de noyaux marqués est de 4,3% pour les cancers exprimant la
E-cadhérine et de 9,3% pour les cancers avec perte d’expression de la E-cadhérine.
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Figure 11 : Comparaison du pourcentage de noyaux marqués par l'anticorps anti-Notch1 en
fonction de I’expression membranaire et cytoplasmique de la B-caténine par les cellules
tumorales des cancers de type diffus. Le pourcentage moyen de noyaux marqués est de 4,4%
pour les cancers exprimant la B-caténine et de 12,4 % pour les cancers avec perte
d’expression membranaire et cytoplasmique de la B-caténine.



III.  Corrélation de I'expression des marqueurs avec les données
clinico-pathologiques

Les données clinico-pathologiques de 103 des 111 patients étaient colligées. Huit
patients étaient considérés comme étant «perdus de vue ». Le stade des tumeurs était établi
sur les piéces opératoires d’aprés les criteres TNM de la classification internationale des
cancers de lI'estomac. Une des tumeurs n’ayant pas de statut ganglionnaire n’a pas pu étre
classée. Parmi les cancers de type intestinal, 41 (57 %) étaient de stade précoce (I-Il) et 31
(43 %) de stade évolué (lll-IV). Neuf pour cent des adénocarcinomes de type intestinal
étaient de stade T1, 52 % de stade T2, 33 % de stade T3 et 6 % de stade T4. Dix huit pour
cent étaient de statut NO, 53 % de statut N1, 21 % de statut N2 et 8 % de statut N3. Six des
73 adénocarcinomes de type intestinal était d’emblée métastatique M1 (8 %) (Tableau 6).
Parmi les cancers de type diffus, 13 (34 %) étaient de stade précoce (I-ll) et 25 (66 %) de
stade évolué (lll-1V). Treize pour cent étaient de stade T1, 26 % de stade T2, 58 % de stade T3
et 3 % de stade T4. Trente deux pour cent étaient de statut NO, 18 % étaient de statut N1,
32 % de statut N2 et 18 % de statut N3. Neuf des 38 cancers de type diffus étaient d’emblée
métastatique (24 %) (Tableau 6).

Tous les patients sont décédés de leur maladie. La médiane de survie globale était de 22
mois. Elle était de 41 mois dans les cancers de type intestinal et de 19 mois dans les cancers
de type diffus. La survie n’était pas statistiquement différente (test de Log Rank p=0,4221)
(Figure 12). Une évolution métastatique était dépistée dans 28 des 73 adénocarcinomes de
type intestinal (38,9%). Les localisations préférentielles des métastases étaient le foie
(23,8%) et les ganglions rétro-péritonéaux ou médiastinaux (16,7%). Dans le groupe des
cancers de type diffus, une évolution métastatique était détectée dans 22 des 38
adénocarcinomes de type diffus (59,5%). La localisation préférentielle de ces métastases

était le péritoine (40,7%).



Total
Sexe
homme
femme
Age (moyenne)
Localisation
cardia
fundus
antre
moignon
Stade
I
Il
1
v
Infiltration
T1 (muqueuse ou sous-
muqueuse)

T2 (musculeuse ou sous-séreuse)

T3 (séreuse)

T4 (structures adjacentes)
Statut ganglionnaire

NO

N1 (1-6 gg métastatiques)

N2 (7-15 gg)

N3 (plus de 15 gg)

Tableau 6: Caractéristiques clinico-pathologiques de la cohorte.

ENSEMBLE INTESTINAL DIFFUS p
111 73 38
77 53 24 NS
34 20 14
67 69 60
27 (24,3%) 24 (32,4%) 3 (7,9%) 0,011
23 (20,7%) 15 (20,6%) 8 (21,1%)
59 (53,2%) 33 (45,2%) 26 (68,4%)
2 (1,8%) 1(1,4%) 1(2,6%)
23 (20,9%) 14 (19,4%) 9 (23,7%) 0,015
31(28,1%) 27 (37,5%) 4 (10,5%)
27 (24,6%) 17 (23,6%) 10 (26,3%)
29 (26,4%) 14 (19,4%) 15 (39,5%)
12 (10,8%) 7(9,5%) 5 (13,2%) 0,039
48 (43,2%) 38 (52,1%) 10 (26,3%)
46 (41,5%) 24 (32,9%) 22 (57,9%)
5 (4,5%) 4 (5,5%) 1(2,6%)
25 (22,7%) 13 (18,1%) 12 (31,6%) 0,006
45 (41%) 38 (52,8%) 7 (18,4%)
27 (24,5%) 15 (20,8%) 12 (31,6%)
13 (11,8%) 6 (8,3%) 7 (18,4%)



A. Corrélation entre I'’expression des biomarqueurs et le stade TNM au

moment du diagnostic

Il n’a pas été observé de corrélation entre I'expression des biomarqueurs et le stade T et

le statut ganglionnaire des tumeurs.

B. Corrélation entre I'expression des biomarqueurs et la survie globale

et la survie sans évenements

Il n’a pas été observé de corrélation entre I'expression des marqueurs et la survenue de
métastases.
La perte d’expression membranaire et cytoplasmique de la B-caténine dans le groupe des
cancers de type diffus (figure 13) et I'expression de Her2 ou I'amplification de Her2 dans le
groupe des cancers de type intestinal (figure 14) étaient liées a une survie globale

significativement plus courte (test de log Rank : respectivement p = 0,025 et p = 0,009).
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Figure 12: Comparaison de la survie des patients en fonction du type histologique. La
médiane de survie est de 19 mois dans les cancers de type diffus et de 41 mois dans les
cancers de type intestinal (test de Log Rank : p=0,42)
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Figure 13 : Comparaison de la survie des patients en fonction de I'expression cytoplasmique
de la B-caténine dans les cancers de type diffus. La médiane de survie est de 7 mois dans les
cancers de type diffus avec perte d’expression membranaire et cytoplasmique de PB-
caténine et de 35 mois dans les cancers de type diffus exprimant la B-caténine (test de Log
Rank p=0,025).
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Figure 14 : Comparaison de la survie des patients atteints de cancer de type intestinal en fonction
de I'expression de Her2. La médiane de survie est de 20 mois dans les cancers exprimant Her2 et
de 42 mois dans les cancers sans expression ou amplification de Her2 (test de Log Rank p=0,009).



DISCUSSION

Ce travail de criblage a haut débit de I'expression de la E-cadhérine, de la B-caténine, d’'Her2
et de Notchl dans une cohorte de 111 patients a permis de déterminer un profil

d’expression particulier des cancers de I'estomac d’intérét pronostique et thérapeutique.

Deux profils moléculaires distincts ont été mis en évidence. Ils dépendent du type
histologique :

1) Les cancers gastriques de type diffus ont un profil caractérisé par la perte
d’expression membranaire de la E-cadhérine, par la perte d’expression membranaire
et cytoplasmique de la B-caténine, 'augmentation de I'expression nucléaire de
Notch1 et I'absence d’expression de Her2.

2) Les cancers gastriques de type intestinal ont un profil caractérisé par I'expression
membranaire de la E-cadhérine et de la B-caténine, la faible expression nucléaire de

Notchl et I'expression membranaire de Her?2.

Ce travail montre pour la premiére fois que l'activation de Notchl, traduite par
I'augmentation de son expression nucléaire, est associée spécifiqguement a un type
particulier de cancer de I'estomac qui est le type diffus de la classification de Laurén. Dans
cette étude nous n’avons pas pu démontrer que lactivation de Notchl était plus
particulierement associée aux cancers a cellules en bague a chaton ou aux adénocarcinomes
indifférenciés a cellules isolées selon la classification de I'OMS (résultat non illustré). Une
étude antérieure a montré que I'expression de Notchl était corrélée a la taille tumorale, au
grade de différenciation, a la profondeur d’invasion et a la présence d’emboles vasculaires
mais ne s’est pas intéressée au type histologique (74). La voie Notch intervient dans la
différenciation et le destin cellulaire des cellules embryonnaires et des tissus adultes. Dans
I'estomac, son réle est peu documenté. Il interviendrait dans la différenciation des cellules
fovéolaires exprimant le MUC5AC et des cellules des glandes antrales exprimant le MUC6
(65). Ces observations s’accordent avec I’histogenése supposée indépendante de la
métaplasie intestinale des cancers de type diffus. Par ailleurs notre étude montre

I'association fréquente dans les cancers de I'estomac de type diffus de I'expression nucléaire



de Notchl avec la perte d’expression de la E-cadhérine et de la B-caténine. Cette
constatation statistique rappelle que dans des modeles animaux, les mutations de la E-
cadhérine, présentes dans les cancers héréditaires de type diffus, s’accompagnaient
d’anomalies de la voie de signalisation wnt et de I’activation de la voie Notch (75). Dans
notre étude, seuls des cancers sporadiques étaient inclus, mais les anomalies de la fonction
de E-cadhérine (39; 40; 50; 76) et de la voie Wnt sont aussi décrits dans ces cancers (77).

Il est a noter que les cancers de type intestinal, selon la classification de Laurén, inclus dans
notre étude présentaient généralement une faible expression de Notch alors que ces
cancers sont supposés étre issus de la métaplasie intestinale de la muqueuse. Notch est
pourtant fortement impliqué dans la différenciation des cellules intestinales (78). Cependant
I'analyse détaillée de nos résultats montrent que certaines des tumeurs de ce groupe
avaient une forte expression de Notch. Il est possible que ces tumeurs suivent une
différenciation intestinale. Cette observation montre les limites de la classification de Lauren
qui méle des tumeurs tres hétérogeénes d’un point de vue morphologique, histogénétique,
phénotypique et génétiques dans un seul et méme groupe de cancers dit de « type

intestinal » (28).

Le profil des cancers que nous avons identifié a un intérét pronostique. D’aprés nos
résultats, I'expression de Her2 et son amplification sont associées a un mauvais pronostic
dans les cancers gastriques de type intestinal et la perte d’expression de la B-caténine est
associé a un mauvais pronostic dans les cancers de type diffus. La valeur péjorative de
I’expression de Her2 a déja été décrite dans d’autres études (58; 79). Le réle pronostique de
I’expression de la B-caténine est abordé de fagon tres variable dans la littérature. Quelques
publications parlent de la valeur pronostique de I'activation nucléaire de la B-caténine (80).
Peu de travaux rapportent la valeur pronostique de la perte d’expression membranaire et
cytoplasmique de la B-caténine (81; 82). La perte d’expression de la B-caténine dans la
région membranaire est généralement liée a une perte de fonction de la E-cadhérine. Nous
avons constaté que la perte d’expression de la B-caténine était statistiquement associée a la
perte de la E-cadhérine. La concordance n’était toutefois pas absolue expliquant que seule la
perte de la B-caténine était de pronostic défavorable. Il est bien connu que dans les cancers
de I'estomac de type diffus, la perte de fonction de la E-cadhérine ne s’accompagne pas

forcément de sa perte d’expression membranaire (76). L’anticorps que nous avons utilisé en



immunohistochimie était dirigé contre le domaine extra-cellulaire de la E-cadhérine. Par
conséquent, il ne détecte pas le domaine de liaison a la B-caténine, situé dans le domaine
intracellulaire. La positivité de I'immunomarquage pour la E-cadhérine ne refléete donc pas
forcément la disparition de cette partie de la E-cadhérine et de la fonction de liaison a la B-

caténine.

Le profil d’expression que nous décrivons a enfin un intérét thérapeutique. Il montre de plus
la nécessité de prendre en compte la différenciation histologique des tumeurs dans
I'indication de la recherche des biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapeutiques dites
ciblées. L'observation de I'activation de Notch1 dans les cancers de type diffus constitue un
argument pour le traitement de ce type de cancer par les inhibiteurs des y-sécrétases. Les y-
sécrétases sont les enzymes a l'origine du clivage du récepteur Notch, précédant son
activation. Les inhibiteurs des y-sécrétases ont été développés pour traiter la maladie
d’Alzheimer. Dans ce cadre, ils sont destinés a inhiber le clivage de la protéine APP (amyloid
protein precursor) a I'origine des dép6ts amyloides dans les plaques séniles (83; 84). Depuis
leur développement initial, des essais thérapeutiques ont été menés dans le traitement des
cancers du sein (68). Dans les cancers gastriques, des études sont en cours mais n’ont pas
atteint le stade clinique (69).

Notre étude montre I'expression de Her2, associée a son amplification, dans une proportion
non négligeable de cancers gastriques de type intestinal. Nous avons observé que cette
expression semblait concerner un sous type bien particulier de cancers gastriques,
d’architecture papillaire ou tubulaire bien différencié selon la classification de 'OMS, localisé
prés de la région cardiale. Cette observation ressort également d'une grande série
récemment rapportée a I'ASCO (85). Dans cette étude, 3807 patients avec un
adénocarcinome de la jonction oeso-gastrique ou gastrique non opérable d’emblée ont été
étudié. Vingt deux pour cent des cancers étaient Her2 positif, essentiellement des cancers de
type intestinal de la jonction oeso-gastrique. Dans cette série, le traitement par I’'Herceptin™
faisait I'objet d’un essai de phase Ill (essai ToGA). L'Herceptin™ réduisait le risque de décés

de 26%, améliorait la survie de 16 mois et le taux de réponse était de 13%.

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé la technique des Tissue-Microarray (TMA). Cette

technique nous a permis d’exploiter une cohorte de 111 patients opérés d’un cancer de



I’estomac. Cette technique de TMA permet un criblage rapide et a haut débit de I'expression
de protéines d’intérét et constitue un outil de choix pour la recherche translationnelle.
L'étude de 7 lames de TMA pour chacune des techniques immunohistochimiques et
d’hybridation in situ nous a permis de collectionner les résultats pour les 111 patients. Six
cents lames auraient été nécessaires en utilisant les techniques conventionnelles. La
technique des TMA se développe actuellement pour I’exploitation des cohortes importantes
de patients inclus dans les protocoles thérapeutiques avec étude « ancillaire » de
biomarqueurs d’intérét, prédictifs de réponse au traitement. L’analyse des résultats
nécessite des outils statistiques puissants : pour ce travail nous avons utilisé des tests de 2,
ou de Fisher lorsque I'échantillon était de petite taille, des tests de Student, de Mann-
Withney et des tests de Kaplan-Meier avec Log rank. Néanmoins nos résultats mériteraient
d’étre couplés a des techniques plus sophistiquées de traitement de données type Tanagra
(86). Outre la validation de biomarqueurs d’intérét pronostique et thérapeutique, la
technique des TMA permet d’étudier dans des types spécifiques de tumeurs des associations
d’expression de cascades de signalisation d’intérét biologique. Nous avons en effet détecté
dans cette étude une association entre la perte d’expression de la E-cadhérine et I'activation
de la voie Notch dans les cancers de type diffus. Cette association pourrait s’intégrer dans le
processus biologique des tumeurs connu sous la dénomination de transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). Betty Hay a décrit ce concept pour la premiere fois en 1967,
comme étant crucial dans la gastrulation (87). Ce phénoméne permettrait le remodelage
tissulaire et la migration cellulaire, nécessaires au devenir du « futur » organisme. Plus tard,
la TEM a été décrite dans la progression tumorale. La TEM se caractérise par la perte du
phénotype épithéliale des cellules et I'acquisition par ces mémes cellules d’un phénotype
mésenchymateux. Cette transformation phénotypique s’accompagne de |'acquisition de
propriétés de migration et d’invasion (88). La perte d’expression de la E-cadhérine et
I'activation de Notch sont décrites parmi les phénoménes majeurs accompagnant la
transition épithélio-mésenchymateuse. Les voies de signalisation de la E-cadhérine et de
Notch seraient liées dans le processus de TEM. En effet, il a été montré récemment que les
facteurs de transcription Slug activés par la voie Notch (89) se fixent sur le promoteur de la
E-Cadhérine et répriment son expression au cours de la progression tumorale (90). Cette
perte d’expression de la E-cadhérine associée a |'activation de la voie Notch est étayée par

nos observations réalisées dans les cancers gastriques de type diffus.



Cette étude confirme I’hétérogénéité des cancers gastriques. Les types de cancers gastriques
devraient étre définis par des critéres plus rigoureux, conditions permettant d’isoler leurs
caractéristiques phénotypiques, et génotypiques et d’améliorer la prise en charge des

patients par I'utilisation des thérapeutiques ciblées.
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