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1. Introduction

Les tumeurs malignes des sinus et fosses nasalesases et regroupent de nombreuses entités
ayant leurs propres caractéristiques cliniquesolioigiques et moléculaires. Leurs pronostics sa# t
disparates et justifient des traitements adap@sns 10 % des cas il s’agit d’adénocarcinomes-nas
sinusiens de type intestinal (ITACs pointestinal type adenocarcinomas qui se définissent
histologiquement par leurs ressemblances morphmplegi et immunophénotypiques avec les

adénocarcinomes colo-rectaux (CCRs)

Les ITACs sont de localisation préférentielle etliaiate’, en rapport étroit avec notamment les
orbites ou I'endocréane. lls se développent a bas ér sont souvent de découverte tardive, a ufesta
tumoral avanck Le traitement est le plus souvent chirurgical dauble équipe oto-rhino-
laryngologique (ORL) et neurochirurgicale] assaxiéne radiothérapie complémentaitdalgré les
progrés thérapeutiques, il s’agit de tumeurs devaia pronostic, notamment du fait de leur poténtie

de récidive loco-régionl

Il est bien établi que I'exposition aux poussiedesbois est un facteur de risque prépondérant de

survenue d’un ITAE Cependant, les mécanismes de leur oncogenésmabodnnus et peu étudiés.

En raison des similitudes morphologiques et immheoptypiques qui existent entre les ITACs et
les CCRs, I'hypothése que ces deux types tumorauwxrgient partager des mémes meécanismes
d’'oncogenése a été avancée. Dans les CCRs, I'tictivde la voie de signalisation degdidermal
growth factor receptor(EGFR) joue un rdle important dans la tumorigenétda progression
tumoralé. De plus les patients atteints de CCRs & un stadecé peuvent bénéficier d’'une thérapie

ciblée contre FEGFR ce qui permet d’améliorer leur survie globaléeat survie sans progression.

L’objectif de notre travail a été d’évaluer I'impéition éventuelle de la voie de signalisation de
'EGFR dans l'oncogenese des ITACs et didentifide potentiels marqueurs pronostiques

moléculaires.
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2. Généralités

2.1. Développement, composition et fonction des cav ités

naso-sinusiennes

L'appareil respiratoire possede deux constituartactfonnels principaux, un systeme de
conduction et un systéme d’échange gazeux. Lesésanaso-sinusiennes en représentent la portion
initiale. Elles sont constituées des cavités ogdesnasales communiquant avec les sinus para-nasaux

(sinus maxillaires, frontaux, sphénoidaux et etlu@ox).

2.1.1. Embryogénése 12

Le développement de la téte et du cou est marquiapparition de I'appareil branchial. A la fin
de la quatrieme semaine de développement, I'ébadehia face est centrée par le stomatodaeum
(bouche primitive) qui est limité en haut par lautgeon frontal et latéralement par la premiéreepair
d’'arcs branchiaux, ces derniers étant constituésueh par un bourgeon mandibulaire et maxillaire

(Figure 1).

Vers la cinquieme semaine de développement delgsigsements ectoblastiques du bourgeon
frontal donnent les placodes olfactives. Ces deggi&’épaississent en périphérie pour donner les

bourgeons nasaux externe et interne, et se creagsaantre pour former les cupules olfactives.

Au cours de la sixieme semaine de développementupsles olfactives vont s’invaginer pour
donner les fosses nasales primitives s’ouvrantiaswavité buccale primitive par les choanes apres
rupture de la membrane bucco-nas#digifre 2). Dans ce méme temps, les bourgeons primordiaux
vont se développer et certains vont fusionner. h@srgeons nasaux externes vont donner la partie
externe du nez. Les bourgeons maxillaires et nagaermes vont donner le massif médian inter-
maxillaire (avec ses trois composants : labialgigial et palais primaire). Par la suite, les prsoss

palatins émanant des bourgeons maxillaires voidriaer et donner le palais secondaire.
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L'ossification du crane est un processus compl&mvement, le neurocrane membraneux (os
plat) donne notamment naissance a 'os frontalogaification membraneuse. Le chondrocrane (base
du créane) donne naissance entre autre au sphégtoadéethmoide par ossification enchondrale. Le
viscérocrane (squelette de la face) donne notammessance aux maxillaires et mandibules par

ossification membraneuse a partir du premier aaodirial.

Les sinus de la face se développent sous formeiveetidules des parois latérales des fosses
nasales qui pénetrent le maxillaire, 'ethmoidefrémtal et le sphénoide. lls augmentent de volume

jusqu’a la puberté et contribuent de facon impdeana morphologie faciale.

Bourgeon frontal Paroi cérébrale —- Cavité orale

: R, —

b | Fosse nasale V.
Bourgeon maxillaire . “ ‘v .
Stomatodaeum - | Bourgeon
Bourgeon nasal interne ~
mandibulaire
Membrane

bucco-nasale

Langue

Figure 1. Vue frontale d'un embryon lors de la Figure 2. Coupe sagittale schématique passant
guatriéme semaine de développement, adapté par la fosse nasale primitive chez un embryon

de Langmatt. de six semaines, adapté de Langthan
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2.1.2. Anatomie %1317

Les fosses nasales sont deux cavités paires etlesntlu massif facial. Elles sont séparées entre
elles par une fine cloison ostéo-cartilagineuseselptum nasal. Ce dernier est cartilagineux dans sa
portion antérieure et osseux dans sa portion pestér notamment constituée du vomer séparant les
deux choanes, et de la lame perpendiculaire denf@tde se prolongeant en arriére par la créte
antérieure sphénoidale et en avant par I'épineleasafrontal. En inférieur, le septum nasal ast e

rapport avec les crétes nasales maxillaire etipel@&igure 3).

Frontal |~ Sinus ‘ Crista galli
Epine nasale Lame criblée Ethmoide

/ Lame perpendiculaire

\
&

Os nasal
> ) Corps
. ' Créte Lo
Cartilage septal N\ 7Y\ —Sinus Sphénoide
\ S _~\_—Processus
i i ol Ve ptérygoide
Cartilage alaire — omer (I A

Lame perpendiculaire
Créte nasale Palatin
Lame horizontale

palatin

Figure 3. Paroi médiale des fosses nasales (septum nadaftgade Nettér

Le toit des fosses nasales est essentiellementitoéngar la lame horizontale ou lame criblée de
I'ethmoide. Cette fine paroi osseuse les sépal&tdge antérieur de la base du crane. En inférieur
les fosses nasales sont séparées de la cavitddperde palais dur se prolongeant en arrierdaar
face postérieure du voile du palais mou. Les fosssales sont ouvertes en avant sur le vestibule
nasal par I'orifice piriforme, sur lequel s’insdeesquelette cartilagineux du nez. En arriere sedlent

ouvertes sur le nasopharynx par I'intermédiaireathemnes.
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La paroi latérale des fosses nasales est constitaéla face médiale du maxillaire, de l'os
lacrymal, de la face médiale de I'ethmoide, deatad perpendiculaire de I'os palatin et de la lame
médiale du processus ptérygoide du sphénoide. Qatt latérale est irréguliere du fait de la
présence de lamelles osseuses convexes en dddarornets nasaux inférieurs, moyens, supérieurs
et suprémes. L'espace entre les cornets et la [@évale délimite les méats, au niveau desquels se

drainent les sinus para-nasaux et la voie lacryi(fadgire 4).

Cerveau
i

oL Bulbe olfactit
- Cellules ethmoidales

Fosse nasale

Meéat nasal moyen A E—Cornet nasal moyen

|~ Septum nasal

Mgéat nasal inférieur

Cornet nasal inférieur

Sinus maxillaire \WW A
\ Palais dur

Cavité orale

Figure 4. Coupe frontale des fosses nasales, adapté de®Nette

Le cornet inférieur s’articule avec le maxillait®s nasal, le processus unciné de I'ethmoide et

I'os palatin. Le méat inférieur contient I'orifics canal lacrymo-nasal.

Le cornet moyen appartient & la face médiale dertieide et s'articule aussi avec le maxillaire et
'os palatin. Le méat moyen comprend plusieursefgli('agger nasi, le processus unciné ou
unciforme, le hiatus semi-lunaire ou gouttiére bobaire, la bulle ethmoidale et la gouttiere
rétrobullaire) et comprend les orifices de draindge sinus frontaux (canal naso-frontal), des sinus

maxillaires et des cellules ethmoidales antérieures

Les cornets supérieurs et suprémes sont incondaatemiquement. Leurs méats comprennent
I'ouverture des cellules ethmoidales postérieutedin, I'ostium du sinus sphénoidal est présent en
arriere du cornet supérieur au niveau du réceghéns-ethmoidal.
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On distingue quatre paires de sinus para-nasawsamé des cavités aérigues au sein des 0s
ethmoides, frontaux, maxillaires et sphénoidepéavent étre séparés en deux unités, antérieure et
postérieure, selon la topographie de leur drainzayerapport a I'insertion ethmoidale de la lame
basale du cornet moyen. Le complexe ostio-méatatrianr comporte les sinus ethmoidaux
antérieurs, frontaux et maxillaires. Le complexd&m-ethmoidal postérieur comporte les sinus

ethmoidaux postérieurs et sphénoides.

Les sinus ethmoidaux sont présents dés la naissara leur taille adulte vers I'age de douze
ans. L'ethmoide est un os impair et médian, cagstitune lame verticale, d’'une lame criblée et de
deux masses latérales. La lame verticale de I'eithenest divisée par la lame criblée en une partie
supérieure endocranienne, I'apophyse crista gdllyne inférieure, la lame perpendiculaire. La face
supérieure de la lame criblée, endocranienne, sorel aux gouttieres olfactives. Les masses
latérales de I'ethmoide sont appendues de chadéeleda lame horizontale. Les faces supérieures de
ces masses latérales s’articulent avec le froAtak niveau on observe deux gouttieres contenant le
arteres ethmoidales antérieure et postérieure.sLéaces inférieures et antérieures s'articulent
notamment avec le maxillaire. En postérieur, dangsl moitiés externes, elles s’articulent avec le
corps du sphénoide, et dans leurs moitiés inteefles délimitent un espace, le récessus sphéno-
ethmoidal. Leurs parois externes correspondentparnai interne de I'orbite, I'os planum ou la lame

papyracée. Enfin, en interne elles constituentrandg partie la face externe des fosses nasales.

Les masses latérales de I'ethmoide sont creuséepetites cavités aériennes, les cellules
ethmoidales, constituant les labyrinthes ethmoidabérieur et postérieur selon la topographie de
drainage. A noter que certaines de ces cellulesjeoctionnelles avec les os de voisinage tel tuee |

frontal et le maxillaire.

Les cellules ethmoidales antérieures s’ouvrent tangat moyen. Elles sont constituées de trois
systemes : le systéme unciforme (antérieur), etthoabbntal, se drainant dans la gouttiere
uncibullaire et dont la cellule la plus antérieacgrespond a l'agger ngdie systeme méatique ; et le

systeme de la bulle (postérieur), ethmoido-maxdlae drainant dans la gouttiere rétrobullaire.
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Les cellules ethmoidales postérieures se drainans de méat supérieur. Chez 20 % de la
population, il existe une pneumatisation de laubelethmoidale la plus postérieure (cellule d’Ohodi

pouvant coloniser le sphénoide et avoir un rapgtooit avec le canal optique.

Les sinus frontaux, dus au développement d'uneleatthmoido-frontale, s'individualisent vers
I'dge de huit ans et ont leur taille définitiveééaé adulte. lls sont absents chez 5 % de la piqulet
sont asymétriques chez 15 %. lls creusent I'anggepibrtions médianes verticale et horizontaleage I
frontal. La portion verticale du frontal représetagparoi antérieure de la fosse cranienne antérieu
La portion horizontale constitue le plancher déoksse cranienne antérieure, le toit de l'orbitepie
des sinus ethmoidaux et s'articule médialement lavieene criblée. Ces sinus sont drainés au niveau
du méat moyen par le canal naso-frontal, s'abotwchabextrémité supérieure de la gouttiére

uncibullaire.

Les sinus maxillaires sont les plus grands. list gwésents dés la naissance et augmentent de
taille jusqu'a I'age adulte avec deux périodescdlacation (0 a 3 ans et 7 & 12 ans). lls occulgent
quasi-totalité de la pyramide maxillaire. La plupde leurs parois sont fines et translucides. lpawoi
supérieure correspond au plancher de l'orbite j\aan de laquelle transite le nerf sous orbitdigir
paroi inférieure est a proximité de certaines re€identaires. Leur paroi postérieure corresporad a |
paroi antérieure de la fosse ptérygo-palatine. lostium de drainage est situé a la partie supériéer
leur face interne, communigquant avec le méat mayeniveau de I'extrémité inférieure de la gouttiere

uncibullaire.

Les sinus sphénoidaux sont les plus médians edrpmsts. lls sont présents vers I'age de trois ans
et atteignent leur taille définitive vers dix-hans. lls creusent le corps du sphénoide et senyei
souvent dans la grande et la petite aile, plusnrané dans le ptérygoide. lls sont souvent
asymétriques, séparés par un septum inter-sinugersont en rapport latéralement avec le nerf
optique, le sinus caverneux et le canal carotidsren haut avec la selle turcique. Leur ostium de

drainage se situe dans le récessus sphéno-ethmoidal
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La vascularisation des fosses nasales est ricthe.pEbvient des artéres carotides externes et

internes.

De la carotide externe émanent notamment les art@exillaire et faciale. L'artere sphéno-
palatine, branche terminale de I'artére maxillaeedivise en une branche médiale (destinée aursept
nasal) et en une branche latérale (vascularisamoimets inférieurs et moyens). L'artere facialeng
notamment naissance a l'artére labiale supérigloen@nt une branche pour la partie latérale des

narines et une branche septale) et a l'artereentzdétale (destinée a la partie antérieure du nez)

La carotide interne donne notamment naissance aérea ethmoidales antérieure et postérieure,
par l'intermédiaire de l'artére ophtalmique. Lia@téthmoidale antérieure vascularise une partie de
région olfactive, de la paroi latérale des fossasales, du septum nasal, du sinus frontal et du nez
L'artére ethmoidale postérieure vascularise urtiep@es parois latérale et médiale des fossesewsal

les cornets supérieurs et suprémes et le réecgsiséssethmoidal.

Les branches veineuses des fosses nasales, satd#is arteres, gagnent le sinus caverneux, la
veine faciale et le plexus ptérygo-maxillaire. Atergp au niveau des cornets, un riche réseau veineux

superficiel plexiforme.

Le drainage lymphatique des fosses nasales esimpautant. Celui de la partie antérieure se fait
vers les ganglions sous-mandibulaires et sous-meigs. Celui de la partie postérieure se fait vers

les ganglions jugulo-carotidiens supérieurs.

Les fosses nasales sont richement innervées. hiatien est sensorielle, sensitive et végétative.
Elle fait intervenir entre autres le nerf olfactlj, le nerf ophtalmique (V1), hotamment avec ses
branches ethmoidales antérieure et postérieureadnan nerf nasociliaire, le nerf maxillaire (V2)

avec entre autre la branche ptérygo-palatine, meiefacial (VII).
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2.1.3. Histologie 9,12,16,18,19

La muqueuse des fosses nasales est revétue diéliph de type respiratoire, pseudo-stratifié,
cylindrique cilié Figure 5). Toutes les cellules reposent donc sur la meneblmsale sans toutes
atteindre la surface. La position variable en hautdes noyaux donne cet aspect de pseudo-
stratification. Quatre types cellulaires principaont observés : les cellules cylindriques cilides,

cellules caliciformes, les cellules a microvillésitet les cellules basales.

Les cellules cylindriques ciliées sont les plus hoeases. Environ 50 & 200 cils, mesurant chacun
5 a 10 um de long et 0,3 um de diametre, sont pi®se leur pdle apical. lls sont en perpétuel
mouvement, environ dix a vingt battements par sgedisec), méme en condition de température

extréme. En cas de Iésion, leur régénération pitea

Les cellules caliciformes sont plus rares, enviroa pour quatre a cing cellules ciliées. Leur péle
apical est distendu par un agrégat dense de gemi@emucine, qui lors de leur libération par

exocytose se combinent a I'eau pour former du mucus

Les cellules a microvillosités comportent & leutepépical 300 & 400 microvillosités, mesurant

2 um de long et 0,1 um de diamétre, augmentanslatace cellulaire.

Les cellules basales représentent une populatioésgéeve pouvant régénérer les trois autres types
cellulaires. Elles sont polyédriques, de petitdetaen situation basale, et sont éparses le lang d

I'épithélium.

D’autres types cellulaires sont rencontrés plusmant, tels que des cellules neuro-endocrines

ainsi que des mélanocytes.
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Le chorion ou lamina propria est d’épaisseur végialb contient de nombreuses glandes séreuses
et muqueuses. Ce tissu conjonctif est richementwassé, particulierement au niveau des cornets
(Figure 6). En effet, ces derniers sont le siége d'un résesineux riche plexiforme, pseudo-
angiomateux, pouvant rapidement se dilater ou sgamier. En condition physiologique, des cellules
inflammatoires sont présentes au sein du chorimiyant des lymphocytes et des plasmocytes. En

profondeur le tissu conjonctif devient plus fibrese rattachant au périchondre et périoste desstissu

cartilagineux et osseux de soutien.

& Epithélium cylindrique cilié,
“ 4 pseudo-stratifié
Cils
Cellule cylindrique ciliée
Cellule caliciforme
Cellule basale

Membrane basale

Chorion

Figure 5. Epithélium respiratoire pseudo-stratifié, cylindrigcilié [hématéine-éosine-safran (HES) ;

Laboratoire de Pathologie, Centre Hospitalo-Uniitaire (CHU) de Limoges].

Epithélium respiratoire
Chorion
Glandes séro-muqueuses

Riche réseau veineux
plexiforme

Lamelles osseuses

Figure 6. Coupe histologique d'un cornet (HES ; Laboratded?athologie, CHU de Limoges).
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La muqueuse des fosses nasales est en contingt® @lle des sinus para-nasaux par les
différents ostia. Dans les sinus cette muqueusesigslaire, cependant plus fine, avec moins de
glandes séro-muqueuses et de cellules caliciforfsersf dans le voisinage des ostia) et moins de

vaisseaux.

La muqgueuse olfactive est située au niveau deriepgaostéro-supérieure des fosses nasales, sur
la face inférieure de la lame criblée, de la régiopérieure de la cloison nasale et du cornet muypér
Elle est formée d'un épithélium cylindrique psewd@tifié constitué de trois types cellulairess le
cellules neuro-sensorielles olfactives, les cedlutee soutien ou sus-tentaculaires, et les cellules

basales.

Les cellules neuro-sensorielles olfactives sont desrones bipolaires, au corps cellulaire
fusiforme et au noyau arrondi situé dans la counbgenne de I'épithélium. Leurs prolongements
dendritiques atteignent la surface de I'épithélietrs’y terminent par un renflement muni de six a
douze cils olfactifs mesurant 2 um de long. Leudgmgements axonaux franchissent la membrane
basale et pénetrent dans le chorion ou ils formamtse regroupant entre eux et avec les cellules de

schawnn, des filets nerveux myélinisés qui padadame criblée pour atteindre le bulbe olfactif.

Les cellules de soutien sont cylindrigues hautesca& leur pble apical de nombreuses
microvillosités qui se mélent aux cils olfactifsedrs cytoplasmes contiennent des pigments de

lipofuscine qui donnent une coloration jaune a lajoeuse olfactive.

Les cellules basales sont coniques et sont épansssin de I'épithélium. Elles sont a I'origine du

renouvellement des cellules de soutien.

Le chorion est un tissu conjonctif lache parcouss dilets nerveux olfactifs et des glandes

séreuses de Bowmann.
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12,16,18-20

2.1.4. Physiologie

Les fonctions principales des cavités naso-sinasigrsont le conditionnement de l'air inspiré

(filtration, humidification et réchauffement), lagtection et I'olfaction.

Les débits respiratoires représentatifs d’'un rythseerepos a ceux d'un effort physique de
moyenne intensité sont de I'ordre de 10 & 40 Linides flux aériens sont irréguliers et turbulents a
sein des fosses nasales du fait des nombreuxsrelrgftomiques, ce qui favorise le contact de I'air

avec la muqueuse respiratoire et sa couche muadreil

Le mucus est produit par les cellules caliciforrae$es glandes séro-muqueuses. Il est constitué
d'une couche superficielle trées épaisse en coraaet la partie distale des cils, et d'une couche
profonde aqueuse fluide en contact avec le pdleabdes cellules et la partie proximale des cits. S
teneur en eau de 95 % est notamment régulée pratesporteurs sodés des cellules & microvillosités
L’humidification de l'air inspiré va se faire notament par transfert d’eau a partir du mucus sécréteé.
L’élément organique principal du mucus est repriEspar les mucines, glycoprotéines de haut poids
moléculaires, créant un réseau macromoléculairerBoel, ce qui va permettre de piéger certaines
particules exogénes et micro-organismes inhalésuti¥s constituants du mucus, sécrétés entre autres
par les cellules séreuses et les plasmocytes, pantitiper a la protection du fait de leurs acésit
anti-infectieuses (lysozyme, immunoglobine sécrétdh, lactoferrine) et de leurs activités anti-
oxydantes (lactoferrine, antileucoprotéase). Leuswgst en perpétuel mouvement du fait de I'activité
des cils. Sa clairance, de I'ordre de 6 a 10 mmpaute (min), permet son épuration vers le pharynx
La qualité de son drainage est fortement liée @oagposition. La notion de protection tient aussi au
propriétés mécaniques de la barriere épithélialeaeta présence physiologique de cellules
inflammatoires dans le chorion (lymphocytes, plasytes et histiocytes). Enfin, le riche réseau

vasculaire des fosses nasales permet la régutagomique.

La fonction d'olfaction est initi€e par le contages substances odorantes avec les neurones
bipolaires de la muqueuse olfactive, favorisé parrdseau enchevétré des cils olfactifs et des

microvillosités.
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2.2. Description des adénocarcinomes naso-sinusiens de type

intestinal

Les adénocarcinomes naso-sinusiens sont définisQragianisation Mondiale de la Santé (OMS)
comme étant des tumeurs épithéliales malignes glainds du tractus naso-sinusien a I'exclusion des

carcinomes des glandes salivaires

Deux catégories sont reconnues : les adénocarcsndeeype intestinal (ITACs poumtestinal

type adenocarcinomjpet les adénocarcinomes de type non intedtinal

2.2.1. Epidémiologie
Les tumeurs malignes naso-sinusiennes sont ragesentant moins de 1 % des cancers toutes
localisations confondues, et environ 3 % de ceubadéte et du cdii®* Leur incidence est de I'ordre
de 0,5 & 1 cas pour 100 000 habitafitsll s’agit d’un groupe hétérogéne de tumeurs regméd
notamment par : les carcinomes épidermoides (5, &%adénocarcinomes (12,6 %), les mélanomes
(6,6 %), les neuroblastomes olfactifs (6,3 %), t@scinomes adénoides kystiques (6,2 %) et les

carcinomes indifférenciés (3,1 %)

Les adénocarcinomes primitifs naso-sinusiens reptéast donc le deuxiéme type de tumeur le
plus fréquent dans cette localisation et sont demsplus grande majorité des ITAESEn France,

environ 200 nouveaux cas par an sont recéhSeés

L'age moyen de diagnostic se situe autour de 60 lamgrande majorité des cas est découverte
entre 40 et 80 ans, avec des extrémes entre B a3, Il existe une forte prédominance masculine

(sex-ratio de I'ordre de 4 a 20§
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2.2.2. Aspects cliniques

Symptomatologie inaugurale

L'examen clinique débute par I'interrogatoire quégise les antécédents médico-chirugicaux, les
facteurs de risques (notamment un tabagisme, I8tpo aux poussiéres de bois), le mode de vie et |
motif de consultation avec la description des symmats ressentis. L’examen physique, au travers des
étapes d’inspection, de palpation et de percussepermettre de rechercher une déformation faciale
d’évaluer les nerfs craniens (trouble sensitivoguotde la face), de réaliser un examen oculaire
(évaluation entre autres de l'acuité et du changuel), et d'explorer les aires ganglionnaires

cervicales.

Les tumeurs naso-sinusiennes sont souvent de déteuardive lorsque le volume tumoral est
déja important. Cependant, en comparaison dessatutneeurs naso-sinusiennes et notamment avec
les carcinomes épidermoides, la croissance tumdesdeadénocarcinomes semble étre plus %éhte
En plus de cette symptomatologie tumorale de démteitardive, les signes fonctionnels sont souvent
peu ou aspécifiques, entrainant parfois un retargnstiqué Le délai entre les premiers symptdmes

et la premiére consultation spécialisée est darsq# la moitié des cas supérieur a 6 fmois

Les manifestations cliniques initiales des adérsames naso-sinusiens sont par ordre de
fréquencé: une obstruction nasale (79 %), une épistaxis¥§hlune tumeur visible par la narine
(29 %), une rhinorrhée (27 %), une douleur sinusef20 %), une exophtalmie (11 %), une diplopie

(9 %), une adénopathie cervicale (1 %) et un anssgment (0,5 %).

Ces symptémes sont, dans la grande majorité desicimtérauk®. Ce caractére unilatéral et la
persistance des symptémes doivent faire suspetteecbercher le diagnosticsurtout lors de
I'association d’une obstruction nasale et d'épisfaxLes signes ophtalmologiques (exophtalmie,
cedeme palpébral, diplopie, anomalie du champ Vistigleurologiques sont de survenue tardive dans
I'histoire de la maladie et traduisent un stadedrahavancé, avec une extension au-dela de I'organe

naso-sinusieh Les métastases ganglionnaires et & distanceaestau moment du diagnostic.
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Examen endoscopique

Plusieurs techniques d’exploration optique sorpatigbles”.

La rhinoscopie antérieure et postérieure au maeicClark apporte des informations relativement
limitées. Cet examen permet une bonne exploratiovedtibule nasal, du septum, du cornet inférieur,
de l'opercule du cornet moyen, et une exploratidas pdifficile du cornet supérieur et du

rhinopharynx.

La nasofibroscopie est I'examen réalisé le plusveoulors de la premiére consultation. Elle
permet une bonne analyse de I'ensemble des fossaden notamment de la lame des cornets, ainsi

gue du pharynx et du larynx en cas de nécessité.

Pour effectuer des gestes endoscopiques tels giratem et prélevements biopsiques, il faudra
réaliser un examen aux optiques rigides. La alisgploration des fosses nasales et du rhinopharynx

sera compléte au décours des étapes de rhinosgsupigeure, moyenne et postérieure.

L'aspect macroscopique des adénocarcinomes nassiais est peu spécifigifell s’agit le plus
souvent d’'une lésion tumorale, bourgeonnante, témdée, hétérogéne, rosée, grisatre, parfois
crouteuse, gélatineuse ou d’aspect nécrotiqueldrigaignant facilement au contact. Il ne faudra pa

méconnaitre une Iésion sous-jacente a un polyfemniatoire (polype sentinelle).

Le diagnostic repose sur la biopsie qui doit étfeceuée aprés un bilan par imagerie qui précisera
le caractére vasculaire de la lésion (risque héagague) et nécrotique. La biopsie doit se fairesdan
des conditions favorables, sous anesthésie localegémérale dés lors qu’il existe un risque
hémorragique ou gu’elle est potentiellement danger€localisation au sphénoide, au toit des fosses

nasales, & I'ethmoide postériéur)
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2.2.3. Aspects radiologiques

La radiographie standard des sinus n'a aucun intinés le cadre du dépistage, du diagnostic et
du bilan d’extension d’une tumeur naso-sinusiéfniees clichés d'intéréts sont l'incidence face éaut
ou lincidence de Blondeau. Les modifications aheecher sont une lyse osseuse, une opacité

irréguliere, une dilatation des cavités.

Le scanner ou tomodensitométrie (TDM) et I'imagerae résonnance magnétique (IRM) sont les
deux techniques d’imagerie utilisées conjointenuiamts I'exploration des cavités naso-sinusiennes en
pathologie cancéreu$eElles participent a I'évaluation initiale de kille tumorale, de son extension
loco-régionale et a distance (telle que 'orbitefdsse infra-temporale, la fosse ptérygo-palatimea-
cranienne, ganglionnaire, pulmonaire), a I'évahlatidu risque biopsique (vascularisation tumorale,
variantes anatomiques dangereuses telles que leidpnce carotidienne), éventuellement a

I'appréciation d'un effet thérapeutique et a lavsiltance.

Que ce soit au scanner ou a I'lRM, les principalegeurs naso-sinusiennes bénignes ou malignes

n'ont pas de densité ou de signal spécifiquesttélstologié®.

Dans cette indication, le scanner doit étre réam®s injection de produit de contraste iodé, en
'absence de contre-indication. Deux plans de celgmnt nécessaires et complémentaires : un plan
transversal (parallele au palais osseux) et un plamtal. Les reconstructions bidimensionnelles
permettent d’obtenir des sections sagittales éfjods. L'épaisseur des coupes est le plus soueeht d
a 3 mm. Les filtres dur et mou sont utilisés. Laela’irradiation est d’environ 3 & 13 mGray par
coupe (a noter la dose seuil de 0,5 a 2 Gray fsawotil'apparition d’'opacité du cristallin). Le scan

basse dose n'est pas applicable dans cette irdicati

Les modifications a rechercher au scanner sonte opacité tumorale isodense au tissu

musculaire, un refoulement des parois osseusefaiéecondensation réactionnelle, une ostéolyse.
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Le scanner est I'examen le plus performant pourtraofiatteinte osseuse et notamment préciser
la lyse de la lame papyracée, du plancher de terbi de la lame criblée. C’est aussi 'examen de
choix pour rechercher des signes d’extensions gamglire et pulmonaire lors d'une acquisition

cervico-thoracique.

Les points négatifs du scanner sont : une mausggeificité (en I'absence de critere franc tel
qu’une destruction osseuse) comparativement a tieiata inflammatoire ou rétentionnéfleet une

surestimation du volume tumoral et de son exterision

En l'absence de contre-indication une IRM est séali Le protocole technique compréndies
séquences T2 en écho de spin dans deux plans ondupg une séquence en diffusion, et au moins

deux séquences T1 en écho de spin avant puisiaétson de produit de contraste (gadolinium).

L'IRM est I'examen de choix pour préciser I'extensiumorale, notamment aux tissus mous, au

cOne orbitaire et a I'encéphale.

Par rapport au scanner, I''RM permet de mieux wfféier une lésion tumorale d'une lésion
inflammatoire ou rétentionnelle avec une sensiiit une spécificité supérieures a 90 B effet, la
majorité des tumeurs naso-sinusiennes ont un sigtemédiaire en séquence T2 contrairement aux
lésions inflammatoires et rétentionnelles qui samhypersignal T2 (Figure 7). Cette distinction est

affinée aprés injection de produit de contraste

Les ITACs sont situés préférentiellement au nivdas sinus ethmoidaux, dans 40 a 80 % des
cas?®” Plus rarement ils siégent au niveau des fossealesmet des sinus maxillaires. Dans les cas

tumoraux avances il est parfois impossible de slausite d’origine.
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Figure 7. IRM du massif facial (séquence T2, coupe corondéervice de Radiologie, CHU de

Limoges) d'une volumineuse tumeur ethmoido-nasalelge %) arrivant au contact du plancher des
fosses nasales et de la lame criblée (sans exteersidocranienne), franchissant la ligne septale
meédiane au-dessus du plan des cornets moyen avahigsement de I'ethmoide droit, et respectant

les orbites. A noter un aspect rétentionnel dussinaxillaire gauche (*).

2.2.4. Aspects anatomo-pathologiques

Examen macroscopique

Les piéces d’exérése sont souvent fragmentéesressg@s en plusieurs lots identifiés par site
anatomique. Ceci permet en confrontation avec lesnées endoscopiques, de limagerie et

chirurgicales, d'établir le stade tumoral en foottes sites atteints et d’évaluer la qualité dese.

Comme déja vu précédemment, I'aspect macroscopilgse I TACs est peu spécifique. Il se

présente sous la forme d'une masse bourgeonnétéegdene, rosée, grisatre, friakigglre 8).

Lors de la réception des prélevements en cas dériglatumoral identifiable et suffisant, est
réalisée une cryopréservation tumorale par immersians de I'azote liquide et conservation a -

140°C.
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Apres fixation au formol a 10 % pendant 12 a 24rbégifh), les prélevements sont la plupart du
temps inclus en totalit¢ ou largement échantillenrén cas de volumineuse tumeur. Aprés
déshydratation, imprégnation et inclusion en paraffdes coupes de 4 a 5 um sont réalisées et

colorées a I'HES, ainsi qu’a I'acide périodiqueSdaiff (PAS) et au bleu alcian sur un bloc tumoral.

Examen microscopigue

L'OMS définit les ITACs comme des adénocarcinomesnitifs naso-sinusiens ressemblant
histologiquement & un adénocarcinom&iggre 9) ou a un adénome colo-rectal, voir

exceptionnellement & une muqueuse normale de t@e.g

De nombreuses classifications histologiques ontpétdosée$ ™" Deux d’entre elles ont été
retenues par 'OMS, celle de Kleinsasser et Scladedt celle de Barnés Ces deux classifications
sont assez superposables. Elles reposent suféaedifiation tumorale et la présence d’un contibgen

mucineux.

La classification de Kleinsasser et Schroeder tiéoricatégories : les adénocarcinomes tubulo-
papillaires a cellules cylindriques (PTCC paapillary tubular cylinder ce)l bien, moyennement et

peu différenciés (respectivement type I, Il et,lllgs adénocarcinomes alvéolaires a cellules

caliciformes, les adénocarcinomes a cellules endaghaton et les adénocarcinomes transitionnels.

La classification de Barnes reprend les mémes cag&gtout en réunissant le groupe alvéolaire a

cellules caliciformes et le groupe a cellules egugaa chaton en un type mucinetableau 1).

Tableau 1. Classification des sous-types histologiques de&CH selon les classifications de
Barned® et Kleinsassér.

Barnes Kleinsasser et Schroeder Répartition®
Papillaire PTCC-I 18 %
Colique PTCC-II 40 %
Solide PTCC-III 20 %
Mucineux Alvéolaire a cellules caliciformes
A cellules en bague a chaton
Mixte Transitionnel
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Figure 8. Aspect macroscopique d'un ITAC (Laboratoire de &atlie, CHU de Limoges).

Figure 9. Aspects morphologiques similaires d'un CCR moyarere différencié A#) et d'un ITAC

de sous-type coliqueB#). A noter les muqueuses non tumorales colig\g €t respiratoire B*),

(HES x100 ; Laboratoire de Pathologie, CHU de Lip®)g
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Pour des raisons de simplicité, la classificatierBdrnes est la plus utilisée.

Le sous-type papillaire rappelle les adénomes tubilleux colo-rectaux. L'architecture est
majoritairement papillaire avec occasionnellemardlgues glandes. Les atypies cyto-nucléaires sont

légéres, et il existe peu de mitose.

Le sous-type colique, le plus fréquent, est d'dechiire majoritairement glandulaire avec de
nombreux massifs cribriformes. Quelques papilled parfois présentes. Le pléomorphisme nucléaire

est modéré avec des mitoses plus nombreuses.

Le sous-type solide est peu différencié, d’archiber massive et trabéculaire, avec de rares
formations glandulaires. Les atypies cyto-nuclé&sgent plus marquées avec des noyaux vésiculeux,

souvent nucléolés. De nombreuses mitoses sontnpedse

Comme certains CCRs, les ITACs peuvent étre mugin€e sous-type comprend deux aspects
morphologiques pouvant s’observer dans une mémeuunt’'un est fait de cellules en bague a
chaton, au sein d'une matrice mucineuse, organeségeetits massifs, en glandes éparses, en micro-
papilles avec ou sans axe conjonctivo-vasculairésaées. L'autre aspect est fait de grandes g&nd
séparées entre-elles par de fins septas fibrewila€es par des sécrétions mucoides abondantes,
créant un aspect alvéolaire. Les cellules tapissastloisons alvéolaires sont principalement ge ty

caliciforme @oblet cell¥ ou cuboide.

Enfin le sous-type mixte correspond a un mélangeed ou plus des catégories précédentes.

Exceptionnellement les ITACs peuvent reproduire omgueuse normale de type gréle avec des
villosités revétues d’entérocytes et de celluldgif@armes, des cellules de Paneth en profondeur, e

méme une musculaire muquetise
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Examen immunohistochimigue

L’'immunohistochimie (IHC) est une technique de noeit automatisée et réalisée quotidiennement
dans les laboratoires de Pathologie. Elle consist&aliser sur coupe en paraffine une réaction
anticorps primaire / antigéne, avec amplificatiansignal par l'utilisation d’anticorps secondaieds

révélation par un chromogene.

Les cytokératines (CK) entrent dans la constitutiteas filaments intermédiaires des cellules

épithéliales et ont une expression associée d&eficiation cellulair®.

L'épithélium respiratoire est de phénotype CK7+20- contrairement au revétement colo-rectal

qui est CK7-/ CK20+Kigure 10).

Les cellules tumorales conservent classiquement phénotype d'origine sauf en cas de

dédifférenciation. Les CCRs sont habituellemenpla&notype CK7- / CK20+Hgure 10).

Les ITACs, en plus de leur ressemblance histolagiguésentent un immunophénotype similaire
aux CCRsigure 10. En effet, ils expriment classiquement la CK2hdis que I'expression de la

CK7 est variable (43 % a 93 % des &33)

D’autres marqueurs de type intestinal sont expripgisles ITACs, tels que leaudal-related
homeobox ZCDX-2) et la villine. Le premier correspond afaoteur de transcription spécifique de la
lignée intestinale, codé par le géne homeoB®@XX-2, impliqué dans sa prolifération et dans sa
différenciation. Le second correspond a une pretéim cytosquelette requise dans la formation des

microvillosités, ces dernieres étant notammentmies au niveau des cellules épithéliales digestive
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Figure 10. Immunophénotypes similaires de I'épithélium coliqu@mal [CK20+ A*) / CK7- (B¥)],

d'un CCR [CK20+ A#), CK7- B#)] et d'un ITAC [CK20+ C#), CK7- (D#)], contrairement a
I'épithélium respiratoire [CK20-@*), CK7+ (D*)], (IHC x50 ; Laboratoire de Pathologie, CHU de

Limoges).
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Diagnostic différentiél?****°(Figure 11)

Le diagnostic différentiel des ITACs se pose aveatdes tumeurs primitives du tractus naso-
sinusien malignes (telles que les adénocarcinoneesyple non-intestinal, certaines tumeurs des
glandes salivaires, les exceptionnels carcinoméa@dquameux dans cette localisation et certaines
variantes rares de neuroblastomes olfactifs) olighén (telles que les papillomes schneidériens
inversés et les hamartomes respiratoires adénafea)oet enfin avec les rares métastases d’'un

adénocarcinome.

Les adénocarcinomes naso-sinusiens de type natiratesont des adénocarcinomes qui n'ont
pas la morphologie des ITACs ou des tumeurs desdgfasalivaires. Minoritaires par rapport aux

ITACs, ils sont séparés histologiquement en tundeuras et de haut grade.

Le diagnostic différentiel avec les ITACs se posagipalement en cas d’adénocarcinome de type
non-intestinal, de bas grade. En moyenne 'dgerégeptation est de 53 ans (extrémes entre 9 et 80
ans). Par ordre de fréquence, ils sont localiséswaau des sinus ethmoidaux (fréquence moindre que
les ITACs), des fosses nasales et des sinus meesllaContrairement aux ITACs il n'existe pas de
facteur de risque connu. Leur architecture estabdei: tubulaire, tubulo-papillaire ou solide, ésf
avec remaniements kystiques. A la différence desCH, ils sont caractérisés par une cytologie
cubique ou cylindrique basse (revétement uni-§saget réguliere (noyaux ronds, en position basale

atypies légéeres). Leur immunophénotype est dergg@ratoire (CK20- / CK7+ / CDX-2- / villine-).

Les tumeurs des glandes salivaires du tractus sineeien sont rares. Les plus fréquentes d’entre

elles sont représentées par les carcinomes adérigiskiques.

Les carcinomes adénoides kystiques siegent préfdtement au niveau des sinus maxillaires et
des fosses nasales. L’architecture peut étre foilwe, tubulaire ou solide. Il existe un stromallmya
mucineux ou myxoide. De nombreux engainements madtieux sont fréquemment observés. Les
cellules tumorales sont de deux types : canal@resyoépithéliales, ces derniéres ayant de maniére

caractéristique un noyau hyperchromatique et angule
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Les carcinomes muco-épidermoides se développeatt@ ges canaux des acini séro-muqueux
des glandes salivaires. Ils sont constitués ds tyges cellulaires intriqués entre eux : épidedmoi
intermédiaire et a mucus. L’architecture est vdeiamacro- ou micro-kystique et solide. La

kératinisation est rare.

Les autres tumeurs des glandes salivaires, ragsod#&ns le tractus naso-sinusien, pouvant étre
discutées sont: l'adénocarcinome a cellules ase®u l'adénocarcinome a cellules basales,

'adénocarcinome polymorphe de bas grade, le camoeex adénome pléomorphe.

Les carcinomes adéno-squameux, correspondant @dugtype de carcinome épidermoide, se
développent a partir du revétement de surfacesoltd exceptionnels en localisation naso-sinusienne.
lls sont associés a I'exposition au tabac. Histglagment, ils sont constitués d’'un contingent gty
épidermoide souvent bien différencié et kératirtisassocié a un contingent adénocarcinomateux

plutdt observé en profondeur. A proximité il existes Iésions de carcinome épidermoiitesitu.

L'immunophénotype du contingent glandulaire estype respiratoire (CK7+ / CK20-).

Les neuroblastomes olfactifs ou esthésioneurobfestoolfactifs se développent a partir de la
mugqueuse olfactive. En moyenne, I'age de présentatst de 53 ans. Aucun facteur de risque n'a été
identifié. Il s’agit d’'une tumeur faite de lobulde cellules rondes, cernés par des cellules destype
tentaculaire, et disposés dans un fond fibrilldes rosettes de type Homer-Wright (pseudo-rogettes
ou de type Flexner-Wintersteiner (rosettes neuralest parfois présentes. Le grade est variable. La

possibilité d’'une différenciation adénocarcinomatetait discuter ce diagnostic.
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Les papillomes schneidériens sont des tumeurs ménifréquentes, de trois types: inverse,
oncocytaire ou exophytique. Les premiers peuvergnisellement se discuter du fait de leur

architecture et de leur potentiel de transformatiarcinomateuse.

Les papillomes inversés sont observés principaleerne 40 et 70 ans, au niveau du mur latéral
des fosses nasales. lls sont constitués d'une imségn d'un épithélium pluristratifié de type
transitionnel ou malpighien. Des cellules mucogéotés et micro-kystes intraépithéliaux sont
présents. Des polynucléaires neutrophiles sontesdusn exocytose formant des micro-abces. Dans
10 & 20 % des cas ils sont le siége d’'une transtftbom carcinomateuse (plutdt de type épidermoide

mais parfois adénocarcinomateuse).

L’hamartome épithélial respiratoire adénomatoiddbserve préférentiellement chez 'homme de
58 ans au niveau de la portion postérieure du septasal. Il s’agit d’'une Iésion polypoide,
d’architecture lobulaire, faite de glandes ramgiéevétues d’un épithélium respiratoire et reposant
une membrane basale hyalinisée. Ces glandes sordrdcen continuité avec quelques glandes séro-

mugqueuses.

Les métastases naso-sinusiennes sont rares entsiggdérentiellement au niveau du sinus
maxillaire. Elles sont principalement d’origine aé® plus rarement d’origine pulmonaire, mammaire,

thyroidienne et prostatigtie

Les métastases naso-sinusiennes d’'un adénocarcewmeectal sont exceptionnelles. Cependant
le diagnostic histologique entre ces deux tumetanst@npossible, il conviendra en cas de découverte
d'ITAC, et surtout en I'absence d’exposition auxupsieres de bois, de réaliser une exploration

endoscopique colo-rectale.
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Figure 11. Exemples de diagnostics différentiels histologiqgdes ITACs : adénocarcinome naso-
sinusien de type non-intestinalA | hématéine-phloxine-safrafHPS) x200 ; Laboratoire de
Pathologie, CHU de la Timone, Marseille], tumeues @landes salivaire8 ( carcinome adénoide
kystique ;C : carcinome muco-épidermoide ; HES x200 ; Labamatde Pathologie, CHU Toulouse
Rangueil), carcinome adéno-squamel), contingent adénocarcinomateux d’'un neuroblastome
olfactif (E), hamartome épithélial respiratoire adénomatg¢i)eet papillome schneidérien inversé

(G), (D, E, F etG ; HES x100 ; Laboratoire de Pathologie, CHU de dges).

38



2.2.5. Stade tumoral

L'évaluation de I'extension tumorale integre leswdées cliniques, de I'imagerie, chirurgicales et

histopathologiques.

Différentes classifications existent, comme cebel'dniversité de Florid€, celle de RouXet la
classification Tumor Node Metastas€TNM) 2009 de Wnion for International Cancer Control

(UICC)* (Tableau 2.

Tableau 2. Classification TNM 2009 de I'UICC des carcinomesamainusier€.

Topographie Cavité nasale / sinus ethmoide Sinus maxillaire

T1 Tumeur limitée a une sous-unité deBumeur limitée a la muqueuse sans erosion
cavités nasales ou du sinus ethmoidal, destruction osseuse.
avec ou sans invasion osseuse.

T2 Tumeur infiltrant deux sous-unité Tumeur avec érosion ou destruction
d'un ou plusieurs sites du comple osseuse incluant I'extension au palais dur
naso-ethmoidal, avec ou sans invas et/ou au méat moyen, sans atteinte du mur

osseuse. postérieur du sinus maxillaire et des lames
ptérygoides.

T3 Tumeur infiltrant le plancher ou le muiTumeur infiltrant 'os du mur postérieur du
médian de I'orbite, le sinus maxillairesinus maxillaire, les tissus sous-cutanés, le
le palais ou la lame criblée. plancher ou le mur médian de l'orbite, la

fosse ptérygoide, le sinus ethmoidal.

T4a Tumeur infiltrant le contenu antérier Tumeur infiltrant le contenu antérieur de

de l'orbite, la peau du nez ou d l'orbite, la peau des joues, la lame
joues, la fosse craniale antérieure, ptérygoide, la fosse infratemporale, la lame
lame ptérygoide, les sinus frontaux criblée, les sinus frontaux ou sphénoidaux.
sphénoidaux.

T4b Tumeur infiltrant I'apex orbitaire, le Tumeur infiltrant I'apex orbitaire, le
cerveau, la fosse craniale moyenne, lesrveau, la fosse craniale moyenne, les
nerfs craniens autres que le V2, Ieerfs craniens autres que la division

nasopharynx, ou le clivus. maxillaire du V2, le nasopharynx, ou le
clivus.
NO Absence de métastase ganglionnaire
N1 Métastase dans un ganglion homolatéral (incluantnédiansy 3 cm
N2a Métastase dans un ganglion homolatéral > 3 ca6etm
N2b Métastase dans plusieurs ganglions homolatétgigm
N2c Métastase ganglionnaire bilatérale ou controlagér@ cm
N3 Métastase dans un ganglion > 6 cm
MO Absence de métastase a distance
M1 Présence de métastase a distance

Beaucoup de tumeurs, au moment du diagnostic,d®stade tumoral avancé (T3 et 1%4)
Les métastases ganglionnaires sont rares au maiediagnostic. Les métastases a distance sont

encore plus rares et sont, par ordre de fréquegcébrales, osseuses, pulmonaires et hépatiques
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2.2.6. Pronostic, traitement, évolution et surveill ance

La survie globale & cing ans est de 40 & 88%%Elle est influencée par le stade TRif#***°
(survie a cing ans de 92 % pour les stades T1 etl@ 86 % pour le stade T3, de 53 % pour le stade

T4a et de 0 % pour le stade T2Ipar le contrdle local de la malatfi& et par son évolution.

Le pronostic est principalement lié aux récidivesales®* Elles sont observées, au cours de
I'évolution de la maladie, dans 30 & 50 % dedCd$ contrairement aux métastases ganglionnaires et
a distance observées dans moins de 10 % d&s €as récidives surviennent en moyenne dans les 18
premiers moi¥ et siégent le plus souvent au pourtour des betgéa zone d’exérése : base du crane,
sinus sphénoidal, péri-orbite. Au moment du diaiooda présence d'une extension tumorale
méningée, cérébrale ou sphénoidale est un factevéaidive local®. En cas d’'évolution locale la

survie moyenne est de 29 nfBi€n cas d’évolution métastatique a distance esftale cing mofs

Les classifications histopathologiques selon ldédinciation tumorale et la présence d'un
contingent mucineux ont une valeur pronostigtfe™> En effet, la survie globale a trois ans est geevé
par la dédifférenciation et la présence d'un cagint a cellules en bague a chaton (82 % dans & sou
type papillaire, 54 % dans le sous-type colique¥@8ans le sous-type solide et 0 % dans le sous-typ

mucineux avec cellules en bague a chéton)

Dans ces tumeurs rares, la décision thérapeutigiteétte prise en réunion de concertation

pluridisciplinaire (RCP). Le traitement est fonctide I'état général du patient et du stade tumoral.

La chirurgie d’exérese macroscopique compléete, amerges de seécurité, suivie d'une

radiothérapie sur le lit tumoral est le traitemstandard & visée curatrice
Les voies d’abord chirurgicales varient avec lalsation de la tumeur et son stade.

L'exérese des tumeurs de stade avancé (avec sagatént de la lame criblée et/ou de I'étage
antérieur de la base du crane: T3/T4) nécessétnpntiellement un abord mixte transfacial et
transcranien, a double équipe ORL et neurochiratgicCet abord permet un meilleur contrdle des

limites de résection et notamment de I'extensioningge.
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Les tumeurs de stade moins avancé peuvent béméficiee exérese par voie ORL transfaciale

(para-latéro-nasale aegloving ou éventuellement par voie endoscopique endonasal

Si le patient présente un envahissement ganglimrnainique ou a l'imagerie, un curage

ganglionnaire est recommandé

La radiothérapie post-opératoire par technique aromdtionnelle en trois dimensions est un
standard. Elle peut étre facultative en cas deepetineur T1 ou T2 d’exérese complete, large. &n ¢

de curage ganglionnaire positif une irradiationtfugsératoire est recommandée

L'intérét d’une chimiothérapie néo-adjuvante ojusdnte n’est pas établi. En cas de tumeur non
résécable un traitement par chimiothérapie (a dasel de platine) et radiothérapie (concomitante o

non) est discuté au cas par cas en RCP.

La surveillance est clinique (recherche de sigrappkl, palpation des aires ganglionnaires et
examen endoscopique apres décroutage) et paraeinfscanner et/ou IRM). Le rythme de
surveillance ne fait pas I'objet d’un consensuseha rapproché les deux premieres années puiséespa
en l'absence de signes d’appels. Il apparait stalflai de réaliser un examen post-thérapeutique a

trois mois qui fera office d'imagerie de référehce

Lors d’'une récidive, la chirurgie de rattrapage resbommandée en cas de possibilité d’exérése
compléte au large, aprés discussion en RCP. L&ht#un complément de radiothérapie et/ou d’'une

chimiothérapie n’est pas établi.

2.2.7. Facteurs de risque, physiopathologie et prév  ention

Le lien de causalité entre [I'exposition aux podtiss de bois et [|'apparition
d’adénocarcinomes naso-sinusiens est bien établidpanombreuses études et a été évoqué dés
1923"°. En 1995, le centre international de recherchdesaancer (IARC pouinternational agency
for research on cancgronclut a un effet carcinogéne des poussiérémi. Ces derniéres viennent
au deuxieme rang des agents cancérogenes profedsioderriere I'amiante, en termes de hombre de

cancers induits et reconnus comme maladie profassile.
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Le risque de développer un tel cancer chez lesitlenrs du bois, par rapport a la population
générale, est multiplié par dix a plus de 20D est relatif & l'intensité, & la durée de I'esition et a
la latence (délai entre les premiers symptodmes elidgnosti®) En effet, des excés de risque sont
observés pour une concentration atmosphérique asigoe de bois supérieure & 1 mg/pour une
exposition au moins égale a un an et pour unedatda plus de 20 ans. Le temps d’exposition est de
plus de 5 ans dans 90 % des cas, avec des extedimeisde un an a plus de 50 &rise temps de
latence est en moyenne de 40 ans avec des extafiar@sde sept ans a plus de 50°aAsi total, plus

de 80 % des adénocarcinomes naso-sinusiens soatidymussiéres de bdls

Malgré cette association bien établie, les mécassphysiopathologiques sont peu connus.
Moins de 10 % des poussieres de bois auraient ameédie inférieur a 10 um. Ces particules,
lorsqu’elles ne sont pas arrétées par la valvel@asaivent les courants aériens principaux et se
déposent de part et d’autre du cornet moyen, notarhau niveau de la fente olfactive et du récessus
ethmoido-sphénoiddl La répartition de ce dépdt semble superposable différentes bases

d’'implantation des adénocarcinomes naso-sinuSiens

Ce dépbt entrainerait une irritation et une inflaation chronique de la muqueuse respiratoire
avec pour conséquence l'apparition de métaplagighédiales®>* La diminution de la clairance

muco-ciliaire et de I'épuration des particules oavgénes pérenniserait le processus

Certains auteurs ont insisté sur I'importance @eduisition précoce d'un phénotype intestinal
dans l'oncogenése des ITAC® (Figure 12), du fait de la présence de lésion de métaplasie

intestinale de I'épithélium respiratoire dans &6 des patients atteints d’'ITAE! (Figure 13).

Les bois les plus incriminés sont les bois dur®ifeh hétre, chataignier) et les bois exotiques.
Cependant le risque d’exposition aux bois tendsess incertain, ne doit pas étre écart@armi les
constituants des bois, plusieurs sont potentielidéronarcinogeénes tels que les composés phénoliques
(tanins, diméthoxybenzoquinone, aldéhyd&..le principal agent causal retenu est le tanirurLe
action carcinogéene serait probablement potent&lis# d'autres composés comme les colles, les

résines et les solvaits
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Figure 12. Hypothéses physiopathologiques de la tumorigedésdTACs selon Kennedy efl
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Figure 13.Exemple de lésions de métaplasie intestinale éfg@tliélium respiratoire chez un patient
atteint d’'un ITAC. Ces lésions correspondent a tnamssformation de I'épithélium respiratoire en un
épithélium de type intestinal avec notamment augatiem du nombre des cellules caliciformés; (
HES x400) et acquisition d’'un immunophénotype geetintestinal [CK7-B), CK20+ C) et CDX-2+

(D)], (Laboratoire de Pathologie, CHU de Limoges).
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Ces faits impliqguent des mesures de protectionepsddnnelle chez les travailleurs du bois. La
priorité est a la prévention primaire. Elle computelfinformation des salariés, des mesures de
protection individuelle et collective visant a dimer I'exposition aux poussieres de bois, le reggéra

et la tracabilité des expositions, et le suivi mabannuel des salariés.

Un protocole de dépistage ciblé par nasofibroscegie proposé tous les deux ans chez tout
travailleur du bois exposé pendant plus de douze monulés ou au-dela de trente ans aprés le début
de I'expositiofi. Un suivi médical et un protocole de dépistagééciiar nasofibroscopie sont aussi
recommandés, avec les mémes modalités, tous lesatisudans le cadre du suivi post-professionnel.
Il n'est pas recommandé dans le cadre d'un démstiegréaliser une imagerie naso-sinusienne par

radiographie, scanner ou IRM

En France, les cancers primitifs naso-sinusienss(dastinction histologique) sont inscrits dans la
liste des maladies professionnelles indemnisalaas ¢es tableaux n° 47 et n° 36, respectivement du
régime général et agricole des maladies professimmindemnisables concernant les affections
professionnelles provoquées par les poussiére®ide Lkes criteres de reconnaissance de la maladie
associent une durée minimum d’exposition de cirgjaann délai de prise en charge de 40 ans (durée
maximale entre la fin d’exposition et le diagnostians le cadre de travaux exposant a I'inhalation
des poussiéres de bois tels que travaux d’'usinagebdis (sciage, fraisage, rabotage, percage et

poncage) ou travaux effectués dans les locaux mitusinés les bois.

Le travail du cuir est lui aussi un facteur de uig* avec, selon l'intensité de I'exposition, un
risque relatif de 3 a 26 de présenter un adénouwar®@ naso-sinusien. L'exposition aux poussiéres de
textile a elle aussi été incrimiriéeContrairement aux carcinomes épidermoides nassisns le role

du tabac est trés secondéire
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2.3. Mécanismes de Il'oncogenese et perspectives

thérapeutiques des ITACs : face-a-face avec les CCR s

Caractéristiques moléculaires

En raison des similitudes histologiques et immumoyatypiques qui existent entre les ITACs et
les CCRs, il est rationnel de se poser la quest@ésavoir s’il en est de méme en ce qui concesie le

mécanismes moléculaires de la carcinogenése.

La carcinogénese colorectale est la conséquenaeule mécanismes distincts : une instabilité
chromosomique (cancer LOH polass of heterozygosjtydans 80 % des cas et une instabilité des

microsatellites (MSI) dans les 20 % des cas restant

Le premier groupe est caractérisé par une aneupleichar des pertes alléliques. Fréquemment,
s'y associent des mutations des geABE (adenomatous polyposis coét TP53 (tumor protein 53

conduisant a leur inactivation bi-allélique.

L’autre groupe est caractérisé par une instabiléé microsatellites du fait d’une altération du
systéme de réparation des mésappariements des dadesDN (systeme MMR poumismatch

repair). Ces cancers sont le plus souvent diploides peede pertes alléliquds

Dans ces deux groupes de CCRs, l'activation deia de signalisation de 'EGFR joue un rble

important dans la tumorigenése et la progressimotal€.

L’EGFR situé en 7p12, code pour 4 transcrits ou varigwits 4) obtenus apres épissage alternatif
et dont la traduction généere respectivement leptéoe complet transmembranaire (isoforme a) et les

isoformes b, c et d.

L'isoforme a correspond au récepteur tyrosine knB&SFR ouhuman epidermal receptat
(HER1), chef de file de la famille HER. Il compotteis domaines : extracellulaire, transmembranaire

et intracellulaire.
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Lors de la fixation d’un de ses ligands [commepidermal growth facto(EGF), letransforming
growth factor a (TGFu), la B-celluline, I'amphiréguline ou [I'épiréguline] 'EGF se dimérise
(homodimére ou hétérodimére avec HER2, 3 ol gérmettant la phosphorylation du domaine
tyrosine kinase intracellulaire et I'activation desies de transduction en aval tels quérsten rat
sarcoma viral oncogene homol@gRAS) —v-raf murine sarcoma viral oncogene homolo¢BRAF)

- mitogen-activated protein kinagMAPK) et phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)wakt murine

thymoma viral oncogene homologAKT).

Ces deux voies régulent la transcription de gendsimgerviennent dans des mécanismes
fondamentaux de I'oncogenese tels que la prolitérata survie cellulaire, le caractére invasif et

métastatique des cellules tumorales et la néoaegésg Kigure 14).

A
A EGF...
A A
HERI, 2, 3 ou 4 | EGFR (HER1)

Prolifération, survie cellulaire,
invasion et néo-angiogénése

Figure 14.Voies de signalisation de 'EGFR, adapté de Cidicit af®.
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Les isoformes b, ¢ et d correspondent & des régsp®eGFR tronqué§ lls ont un domaine
extracellulaire complet ou tronqué et sont dépaside domaine intracellulaire. lls auraient un réle

dans la régulation de 'EGFR, notamment par hétérédsatiorn®>°

Dans les CCRs, différentes altérations de 'EGFRété décrites : une surexpression protéique de
I'EGFR (14 & 34 % des cas ; expression dans 60% 8@s ca$}™> une surexpression génique de
I'EGFR (79 % des ca%) et une augmentation du nombre de copies BERR par amplification

génique de EGFR (0 a 51 % des cas) ou par polysomie du chromosor(eu moins 30 % des

casf>®

Dans quelques séries d'ITACs, il a été mis en édde une surexpression protéique de 'EGFR
(15 & 30 % des cas ; expression dans 21 a%%8%8j une amplification génique deEIGFR (8 & 14 %

des cas) et une polysomie du chromosome 7 (394 dés cas}®

Les variants 2 a 4 de 'EGFR, codant respectivenenisoformes tronquées (b, c, d), ont été
décrits dans certaines tumelifé®® telles que les gliomes infiltrants, les méningismet les

adénocarcinomes bronchiques. lls n’ont pas étééstuthns les CCRs et les ITACs.

La variabilité des résultats rapportés dans l&réiture concernant I'expression protéique de
'EGFR et I'amplification génique deEGFR peut étre expliquée par I'absence de criteresermels
d’interprétation des analyses par IHC et par hytigein situ (HIS)**® la distribution hétérogéne de
la surexpression protéique de 'EGFR et de I'arigalifon de IEGFRnotamment dans les CCRE"

2 I'utilisation d’anticorps différents selon les upes®, et la présence de plusieurs isoformes de

'EGFR avec leurs spécificités antigéniques propres

Des mutations du géne d&GFRpeuvent intéresser la partie codante du domaimaatlulaire.
Dans cette région la plupart des anomalies abeutissla formation d’'un transcrit mutant EGFRuvIII
(délétion 274-1076), traduit en une protéine traataliranaire tronquée constitutivement active. Ce
transcrit a été décrit dans certaines tunféuetles que les glioblastomes, les carcinomes marama

et ovariens. Ce mutant vill n’a pas été observé i CCRS et n'a pas été étudié dans les ITACs.
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Des mutations du gene deEGFR peuvent intéresser la partie codante du domainasgin
intracellulaire (notamment les exons 18 a 21). Ek®nt fréquentes dans les adénocarcinomes
bronchique®. Il peut s’agir de substitution (L858R sur I'ex@l dans 41 % des cas, G719X sur
'exon 18 dans 4 % des cas), de délétion (exond® d4 % des cas) ou d'insertion (exon 20 dans
5 % des cas) aboutissant a une activation du dentginsine kinase et des voies de signalisation en
aval’. Contrairement aux adénocarcinomes bronchiquasinegations sont rares dans les CERs

dans les ITACY.

Le géneKRASsitué en 12p12.1 code pour une petite protéine@cjpant a la transduction du
signal engendrée par 'EGFR. Active quand elle cegiplée au guanosine triphosphate (GTP) et
inactive quand elle est liée au guanosine diphdspf@DP), elle est régulée par d’autres protéines
telles que le$s exchange factofGEF) etGTPase activating protei(GAP). Le gendBRAF situé en
7934 code pour une kinase sérine / thréonine im@égaussi dans la cascade de transduction de

I'EGFR en aval de KRAS.

Dans les CCRs, 20 a 50 % des cas présentent uationudeKRASqui est dans plus de 90 % des
cas une substitution au niveau des codons 12 adeli®xon 2. Selon les études, 0 a 12 % des
CCRs ont une mutation d8RAF qui dans plus de 90 % des cas correspond a urstitation au
niveau du codon 600 de I'exon & Ces mutations sont généralement exclusives KenBautre et

indépendantes d’une augmentation du nombre desdpiéEGFR %,

Dans les ITACs, la fréequence des mutation&KBASest de 13 & 50 % tandis que celle B&AF
sont absentes ou rares (4*965°°%! Les mutations d&RAS correspondent le plus souvent & une
substitution G > A, qui dans des systémes expétamen pourrait étre en relation avec I'exposition

aux poussiéres de bBis

PI3K peut étre activée par deux principaux mécaasmpar les récepteurs tyrosine kinase
phosphorylés comme 'EGFR aprés son recrutememia@au de la membrane plasmique et par
interaction directe avec RAS. L'expression de P&# régulée négativement pargdhosphatase

homologue to tensi(PTEN).
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Dans les CCRs, des mutations de PI3K dans 11 %atest une perte de PTEN dans 30 a 40 %

des cas ont été rapporté&sCes anomalies n'ont pas été étudiées dans leS4TA

Les altérations du gene suppresseur de tumi®b3 situé en 17pl3.1, sont fréquemment
impliguées dans les processus de carcinogenesetanment dans les CCRs et les ITACs. Des
mutations deTP53 dans la majorité des cas par substitution, setnouvées dans 35 a 45 % des

CCR$2 et dans 18 & 88 % des ITAESs

L’accumulation protéique de p53 détectable en inwhistochimie dans 20 & 80 % des ITACs
semble étre un bon indicateur de mutationT&53°®" Une perte de fonction de p53 peut aussi
s’observer sans accumulation protéique, en casudation non-sens (rares dans les ITACs) ou par

altération de certains de ces régulateurs telp@id&" - murine double minute-gMDM2)%*%

Les anomalies de p53 semblent étre un événemeardgarélans 'oncogenése des ITACs, décelées

dans les muqueuses sinusiennes métaplasiquewaidras exposés au bbis

Certains mécanismes de I'oncogenése des CCRs E[AIEs s'opposent. Ainsi, alors qu'aucune
mutation inactivatrice ®RPC n'a été rapportée dans les ITAEY elles sont observées dans 34 a
72 % des CCRA De plus, 10 & 15 % des CCRs sporadiques et B0 des cancers survenant dans
le cadre d'un syndromieereditary non polyposis colorectal cand@éfNPCC) ont une instabilité des
microsatellite¥", due & une altération des génes du systéme MMRyp@rméthylation du promoteur

ou par mutation. Le systétme MMR ne semble pasr@pkqué dans 'oncogenése des ITAEs

Perspectives thérapeutigues

Les patients atteints de CCRs au stade métastgtieunent bénéficier de thérapies ciblées anti-
EGFR (anticorps monoclonaux Cetuximab et Panitunym& plus souvent associées a une
chimiothérapie conventionnell&. Ces molécules, inactivant le domaine extracétlilde 'EGFR et
conduisant a une inhibition des voies de transdocéin aval, ont montré leur efficacité en terme

d’amélioration de la survie globale et de la susaeas progression.
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L'efficacité de ces thérapeutiques est cependarg Eodépendance d’altérations d’autres acteurs
moléculaires tels que : des mutationskdRAS (principal marqueur de résistafte un statutKRAS
sauvage est requis lors de la prescription du @eakou du Panitumum3b de BRAF®, de NRAS
(neuroblastoma-RAY) de PI3K* ; une perte d’expression protéique de PTENamplification de
MET® et dERBB2(v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogehomolog P La plupart

de ces marqueurs ont aussi une valeur pronostapglds CCR3

Le géneMET situé en 7921 code pour le récepteur METhepatocyte growth factor receptor
(HGFR) constitué de deux sous-unités, une chaiertracellulaire et une chaifletransmembranaire
a domaine tyrosine kinase intracelluldife La fixation de son ligand Hepatocyte growth factor
(HGF), notamment sécrété par les fibroblastes, iinglbe homodimérisation et une activation du
domaine tyrosine kinase. Les voies de signalisatiactivées en aval sont les mémes que celles
activées par 'EGFR, telles que KRAS — BRAF — MABKPI3K — AKT%.. Des interactions et une

synergie ont été décrites entre les récepteurs MEGFR10210°

Des anomalies de MET ont été rapportées dans |&sC€Gmme des surexpressions protéiques et

génique¥® ainsi que de rares amplificatidfs Ces altérations n'ont pas été étudiées dan3 feGd.

Le geneERBB2situé en 17q12, code pour le récepteur tyrosimasd HER2. L'expression
membranaire d’'HER2 est analysée en routine darsdésocarcinomes mammaires et gastriques par

IHC et par HIS dans les cas intermédiaires en IHC.

Dans les CCRs, la surexpression protéique membead®ER2 est retrouvée dans 0 a 15 % des

cas® et I'amplification génique RBB2dans 2 % des c¥&

Dans les ITACs, la surexpression protéiqgue memlmardiHER2 et I'amplification génique

d’ERBB2semblent raré&112
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3. Objectifs et déroulement du travalil

En raison des similitudes morphologiques et immiéoptypiques qui existent entre les ITACs et
les CCRs, I'hypothése que ces deux types tumorauxrgient partager des mémes meécanismes
d’'oncogenése a été avancée. Dans les CCRs, amglans d’autres types tumoraux, 'lEGFR est un
marqueur moléculaire pronostique et théranosti@aefonction est sous la dépendance des kinases
impliquées dans la transduction intracellulairesifynal telles que KRAS et BRAF Il semble étre en

interaction avec d'autres récepteurs a activitgstye kinase comme MET et HER?102-105.113

L'objectif de notre travail a été d’évaluer I'impéition éventuelle de la voie de signalisation de
'EGFR dans les ITACs et d’identifier de potentiglgrqueurs pronostiques moléculaires, afin de
mieux comprendre les mécanismes de l'oncogeneéseedetumeurs et didentifier d’éventuelles

nouvelles cibles thérapeutiques.

Nous avons dans un premier temps dans une séBi@ IACs, étudié les expressions protéique et
génique de 'EGFR, quantifié le nombre de copiegéite et analysé son statut mutationnel. Le statut
mutationnel deKRAS et BRAF a été parallélement évalué. Cette étude, publiées darticle
« Epidermal growth factor receptor expression and ISRed BRAF mutations: study of 39 sinonasal
intestinal-type adenocarcinomas* (Annexe 1) a montré une certaine homologie des altératiens d
'EGFR entre les ITACs et les CCRs, notamment covar@ I'expression de I'EGFR et son
amplification génique. Cependant, la taille de eatérie ne nous a pas permis d’évaluer précisément
la valeur pronostique de I'amplification d&GFR (qui semble étre un événement assez rare dans ce

type de tumeur), ainsi que son association avearkxpression protéique.

En conséquence, nous avons dans un second tendds éams une série complémentaire de 72
cas, I'expression protéique et le nombre de copee$EGFR Dans cette méme série, nous avons

également analysé 'expression protéique de MEIHEER?2 ainsi que le nombre de copiesMIET.
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4. Etude de 'EGFR et des mutations de KRAS et BRAF

dans une série de 39 ITACs

4.1. Objectif

Notre objectif principal était d’évaluer I'implidan éventuelle de la voie de signalisation de
'EGFR dans l'oncogenese des ITACs et d'identifide potentiels marqueurs pronostiques

moléculaires.

Dans ce but nous avons analysé dans une série B&AB% : I'expression protéique de 'EGFR
par IHC a l'aide d’anticorps reconnaissant le deomaagéxtracellulaire de 'EGFR (EGEBR) et le
domaine intracellulaire de 'EGFR (EGER ; le nombre de copies deEIGFR par fluorescence in
situ hybridization(FISH) ; le statut mutationnel deEIGFR de KRASet deBRAF par polymerase
chain reaction(PCR) et séquencage ; I'expression génique deHE®/1 a 4 et vlll mutant) par
quantitative reverse transcriptioRCR (RT-gPCR). Les résultats ont été analysés ectifm des

données cliniques et histologiques, et de surgkebéle et sans progression).

4.2. Matériels et méthodes

4.2.1. Patients et prélévements tissulaires

Les prélevements tissulaires ont été obtenusta dar39 patients opérés au CHU de Limoges

pour un ITAC, entre 1996 et 2011. Les patientseatEst un antécédent de CCR ont été exclus.

Lors de la réception des prélevements au laboeatdianatomie pathologique, un fragment
tumoral a été cryopréservé par immersion dansad®té liquide et conservé a -140°C. Le reste du
prélevement a été fixé dans du formol a 10 % dd&nsa® ou dans du liquide de Bouin (solution
d’acide picrique, de formol et d’acide acétiquehsiguatre cas, pendant une durée de 12 a 24 h. Ces

prélévements ont été par la suite déshydratésggngs et inclus en paraffine.
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Des coupes de 4 a 5 um ont été réalisées puigeslar'HES, et avec les colorations par le PAS
et le bleu alcian. La densité tumorale a été éeapodir chaque cas sur coloration standard (HES). Le
type histologique a été défini selon la classifaraide 'OMS et le sous-type histologique seloriecel
de Barne} Les données cliniques et de survies ont été abgenétrospectivement. Le recueil des

échantillons a été effectué conformément aux digpos de la loi de Bioéthique de 2004.

4.2.2. Analyse de I'expression protéique de 'EGFR par IHC

Des coupes de 4 a 5 um d’épaisseur d’'un échantisulaire tumoral et non tumoral inclus
en paraffine ont été incubées avec trois anticansEGFR : anti-EGFRc reconnaissant le domaine
extracellulaire du récepteur ; anti-EGHRreconnaissant le domaine intracellulaire du réaeptanti-
EGFR.106s rfeconnaissant la forme phosphorylée du receptenive@au de la tyrosine en position 1068

(Tableau 3.

La méthode consiste en un simple marquage paritpahperoxydase anti-peroxydase indirecte
en trois temps, d’'une maniére automatisée (BenchMarICH/ISH, Ventana, lllkirsh, France) selon
les recommandations du fournisseur : déparaffinagage au sodium chloride sodium citrate (SSC),
prétraitement thermiquéCgéll conditioning ) ou enzymatique (Protéase 1), inhibition des pgfages
endogénes (iView Inhibitor, Ventana), blocage desirtes endogenes si besoin (A/B block, Ventana),
fixation spécifique des anticorps primaires puiss denticorps secondaires biotinylés (iView
Biotinylated Ig, Ventana) puis du complexe strefmme-peroxydase (iView Avidin HRPO, Ventana),
révélation avec le chromogéne diaminobenzidineeivDAB Chromogen, iView kD, Ventana),

contre-coloration a I’hématoxyline, lavage et mgetaes lames en milieu non aqueux.

Tableau3. Caractéristiques des anticorps anti-EGFR utiligesrenunohistochimie.

Anticorps Domaine cible Isoformes cibles Dilution  Fournisseur

EGFRpec Extracellulaire  a, b, c, d, vlii Pur Ventana, I, France

Clone 3C6

EGFRpic Intracellulaire  a, vl 1/50 Novocastra, Nanterre, France
Clone EGFR.25

EGFRp1068 P-Tyr1068 a, b, c,d, vl 1/500 Ozyme, Saint Quentin
Polyclonal Yvelines, France
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Des contrbles négatifs isotypiques ont été réalg@s chaque anticorps. La validité de la
technique pour les anticorps anti-EGRet anti-EGFIB,c reposait sur le marquage de I'assise basale

de I'épithélium respiratoiré>

Le marquage anti-EGFR (EGER, EGFR,c, EGFRis9 a €té interpréte, selon la
littératuré®® comme : négatif (0) ; marquage faible (1+) memaiw, cytoplasmique ou les deux ;
marquage modéré (2+) membranaire, fréquemment i@saoan marquage cytoplasmique de plus
faible intensité ; marquage fort (3+) membranaitegbituellement associé a un marquage
cytoplasmique de plus faible intensité. Une forteensité de marquage (3+) a été considérée comme
une surexpression. Pour les analyses statistidgeggumeurs ont été classées selon leur plus forte
intensité de marquage. Tous les cas ont été asadyse les anticorps anti-EGhHR et anti-EGFRc.
Seuls les cas positifs avec les anticorps anti-Efgf&/ou anti-EGFRc ont été analysés avec I'anti-
EGFR106s

4.2.3. Analyse du nombre de copies de 'lEGFR par FI SH

La FISH consiste en une hybridationsitu de I'acide désoxyribonucléique (ADN) cible, gréce
des sondes d’ADN marquées par des fluorochromés atdté réalisée sur coupes en paraffine de 3 a
4 um d’épaisseur (adjacentes aux coupes réaligted’HC), sur lame de verre dégraissée, avec la
sonde ZytoLight SPEC EGFR/centromére 7 (CEND@pl Color Probe(Zytovision, Clinisciences,

Nanterre, France).

Les étapes de la technique, selon les recommandatia fournisseur (Zytovision), ont été :
déparaffinage (incubation a 56°C pendant 16 h,ne/lgendant 20 min, éthanol absolu puis a 90°C
puis & 70°C pendant 5 min), protéolydd¢eft Pretreatment Solution Citri€Zytovision) pendant
15 min a 95°C et traitement par la pepsine en chammbmide pendant 10 min a 37°C], lavagéaéh
buffer, Zytovision) et déshydratation a I'éthanol, dénation de 'ADN pendant 10 min a 70°C et
hybridation avec 10 pl de sonde pendant 16 h & &fChambre humide (HYbrit, Vysis), lavage
(Wash bufferZytovision) et déshydratation a I'éthanol, cortcdoration nucléaire avec 10 pl d’agent
intercalant 4',6' di amidino-2-phényl indole (DAPLa sonde a été appliquée sur les zones tumorales

présentant le plus fort marquage anti-EGFR.
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La lecture a été réalisée a l'aide d’'un microscapépifluorescence (Axioplan 2 Imaging, Carl
Zeiss, Marly le Roi, France) avec filtres adapt®sRl, Zygreen, ZyOrange). Les images ont été
acquises avec une caméra haute résolution (CogldPlagtometrics) et traitées par le logiciel
Cytovision (Applied Imaging). Pour chaque lame, awins 100 noyaux interphasiques non
superposés ont été analysés sur au moins cing sharfigut grossissement HGFR est révélé par un

signal vert et le centromére du chromosome 7 paigmal rouge.

Trois catégories ont été définies : (1) amplifmatde 'EGFR [au moins un des criteres
suivants : ratio moyen de I'ensemble des noyauwlys@aEGFR/ CEN 7> 2, amas EGFR (au
moins quatre copies BGFRrapprochées) dans au moins 10 % des noyaux asabisénoins quinze
copies dEGFR dans au moins 10 % des noyaux analy$&s]2) polysomie du chomosome 7 (au
moins 3 copies de CEN 7 dans plus de 30 % des raymalysés] ®*; (3) absence d’augmentation du

nombre de copies BGFR (absence d’amplification deHGFRet de polysomie du chromosome 7).

4.2.4. Extraction de 'ADN génomique

Aprés contrble de densité tumorale, 10 mg de tisswral inclus en paraffine ont été prélevés. Le
tissu a été déparaffiné par incubation avec duneyl@gendant 10 min puis avec de I'éthanol absolu
pendant 30 sec. L'extraction d’ADN génomique (ADNg) été ensuite réalisée selon les
recommandations du fournisseur (QlAamNA microkit, Qiagen, Courtaboeuf, France). Les
différentes étapes ont été : lyse [tampon ATL etgnase K (Qiagen) pendant une nuit & 56°C et 1 h
a 90°C], filtration du lysat sur colonne de siljtampon AL (Qiagen), éthanol], lavage de '’ADN fixé
sur la silice [tampons AW1 et AW2 (Qiagen)] et éuatde 'ADN [20 ul de tampon AE (Qiagen)].
Une étape de digestion par la RNase A (Qiagen)gentb min a permis de prévenir une éventuelle

contamination par des ARN.

La concentration des ADNg obtenus pour chacun dedéyements a été évaluée par
spectrophotométrie (NanoDrop 1000; Labtech, Pedais France). Le rapport d'absorbance
A260 / A280 reflete la pureté de I'extraction. L'AIg a été dilué pour une concentration finale de

10 ngful puis stocké a -20°C.
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4.2.5. Analyse des mutations de 'EGFR, de KRAS et BRAF

Le statut mutationnel des exons 18 (p.G719X), 18iétibn), 20 (insertion codon S768 et

p.T790M) et 21 (p.L858R et p.L861Q) a été évalugpyaoséquencage.

Pour chaque tumeur les quatre régions ont été fdesli séparément par PCR avec le kit
Therascreen EGFR Pyro (Qiagen), selon les recomatiand du fournisseur, en présence de 1 pL
d’amorces biotinylées (Séq EGFR 719 ou Ex 19 Delf68+790 ou 858-861 ; Qiagen), de 10 ng
d’ADNg et du Master Mix PCR PyroMark (Qiagen) camdet la HotStartTag ADN polymérase, dans
un volume réactionnel de 20 pL. Les différentep&taont été : activation enzymatique a 95°C
(15 min), 42 cycles d’amplification comportant chaane étape de dénaturation de 20 sec a 95°C,

d’hybridation de 30 sec a 53°C et d’élongation @es@c & 72°C.

Les amplicons biotinylés, aprés immobilisation &illes de sépharose — streptavidine haute
performance (Qiagen), ont été capturés par desesoadiltres sous vide permettant de faciliter les
étapes de purification, dénaturation, lavage etilghion des amorces de séquences correspondantes

aux régions amplifiées (Séq EGFR 719 ou 19 del6®@uot 790 ou 858-861 ; Qiagen).

Le pyroséquencage a été réalisé sur un PyroMarkSy2eéem (Qiagen) en présence du produit de
PCR préparé, d'un mélange d’enzymes [ADN polyméradénosine triphosphate (ATP) sulfurylase,
luciferase et apyrase] et de substrats [adénodimmspbosulfate, luciferin, désoxyribonucléotides
(dNTP) comprenant des dA&B]. Les dNTP sont introduits dans le mélange deiénarséquentielle.
Lors de l'incorporation d’'un nucléotide dans lenbein extension, un pyrophosphate est libéré, ce qui
induit I'émission d’'un signal lumineux. Ce signaigesurable par un capteGharge Coupled Device

(CCD), est proportionnel au nombre de nucléotidesrporés.

Le pyrogramme obtenu pour chaque échantillon aagtdysé avec le logiciel PyroMark Q24
(Qiagen). Les difféerents échantillons ont été afifgiet séquencés en paralléle avec un témoinihégat
(eau pure), un témoin sauvage et muté (provenandocarcinomes pulmonaires inclus en paraffine

apres fixation formolée).
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Le statut mutationnel de I'exon 2 d&RASet de I'exon 15 dBRAF a été évalué panigh-
resolution melting HRM). Il s’agit d’'une méthode d’analyse post-PGtitisée pour l'identification de
variations génétiques dans les séquences d'acidi€ique. Elle est basée sur le principe de fusmn d
’ADN pour lequel une température de fusion (Tmj fesiction, entre autres, de sa composition en
bases nucléotidiques. La région d’intérét est diéplpar PCR quantitative en temps réel, en pré&senc
d’'un agent intercalant qui a la propriété d’émettre fluorescence seulement lorsqu’il est intercalé
dans '’ADN double brin. Aprés atteinte de la phatsteau de la PCR, I'ADN est tres lentement
chauffé par une augmentation progressive de la dmtyre (0,1°C / sec). Cette deuxieme étape
permet d’identifier, sur la courbe de fusion, la @han échantillon, ou température a laquelle 50 %
des amplicons se dénaturent et cessent d’émettrduorescence. Pour une méme région amplifiée,
I'existence d’'une mutation fait varier la Tm, cei @st indiqué par un décalage entre les courbes de

fusion de I'alléle sauvage et de l'allele muté.

La PCR quantitative en temps réel a été réaliséeusuthermocycleur 7500 FAST (Life
Technologies, Saint-Aubin, France) avec le kit M2ttctor HRM Master Mix (Life Technologies),
selon les recommandations du fournisseur, en présdm 0,2 UM d’amorce3 dbleau 4 et de 20 ng
d’ADNg dans un volume réactionnel de 20 uL. Le Kelt Doctor HRM Master Mix (Life
Technologies) comprend ’ADN polymérase, du Mg@es dNTP, du tampon 1X et le fluorochrome
intercalant Syto 9. Les différentes étapes ont étivation enzymatique a 95°C (15 min) puis 40
(KRAS ou 50 BRAR cycles d’amplification comportant chacun une étdp dénaturation de 15 sec a
96°C, une étape d’hybridation de 20 sec a 5&6RAS ou 60°C BRAR et une étape d’élongation de
20 sec a 72°C. Les différents échantillons ontaét@lifiés en double, et en paralléle avec un témoin
négatif (eau pure), un témoin sauvage (lignée legltude CCR, HT29:HTB-38 ; LGC Standards,
Molsheim, France) et un témoin muté (lignée ceilalde CCR, SW620:CCL-227 ; LGC Standards).

Les courbes de fusion ont été analysées avecitddbgRM v2.0.1 (Life Technologies).
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Les échantillons avec un profil de fusion différelnt témoin sauvage ont été séquenceés, afin de

déterminer si la variation était due a une mutagibde déterminer la nature de cette mutation.

Pour ces échantillons, les produits de PCR HRMétdtpurifies avec les kits NucleoSpin Gel et
PCR Clean-up (Macherey Nagel, Hoerdt, France) séé&m recommandations du fournisseur
comprenant les étapes de fixation des ADN sur wienne de silice, de lavage (tampon NT3;

Macherey Nagel) et d’élution (tampon NE ; MacheXagel).

La réaction de séquencage consiste a détermiserctession des nucléotides du fragment d’ADN
a analyser. Elle a été réalisée avec le kit Big Dgeminator V1.1 (Life Technologies), selon les
recommandations du fournisseur, en présence deM)@amorce sens ou anti-senkapleau 4, de
1 uL de produit PCR purifié dans un volume final del0 Le kit Big Dye Terminator V1.1 (Life
Technologies) comprend I'ADN polymérase, du MgCldu tampon, des dNTP et des
didésoxyribonucléotides (ddNTP) chacun marqué pafluorochrome différent et ayant la propriété
de stopper I'élongation. La réaction de séquengagré effectuée selon le programme suivant :
activation enzymatique a 96°C (1 min) puis 35 cydemportant chacun une étape de dénaturation de
10 sec a 96°C, une étape d’hybridation de 5 s&&°@ Bt une étape d’élongation de 4 min & 60°C. Le
produit de séquencage a été purifié avec le ki Ry20 Spin (Qiagen) utilisant un gel filtrant. &gr
dénaturation du produit de séquencage purifié (98€Gdant 5 min) la lecture de séquence a été

réalisée par électrophorese capillaire (Genetidyxea 3130XL ; Life Technologies).

Cing cas ont été exclus des analyses, quatre paiite étaient fixés au liquide de Bouin et un en

raison d’'une densité tumorale inférieure a 20 %.

Tableau 4. AmorcesKkRASet BRAF utilisées pour la PCR et le séquencage.

Amorces Séquence (5’ vers 3))

KRASexon 2 (sens) TTATAAGGCCTGCTGAAAATG
KRASexon 2 (anti-sens) CAAGATTTACCTCTATTGTTGGATCA
BRAFexon 15 (sens) TGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGA
BRAFexon 15 (anti-sens) TGTCTGGATCCATTTTGTGG
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4.2.6. Extraction de 'ARN

Apres contrdle de densité tumorale sur coupe dé fiia réalisée au cryostat puis colorée au bleu
de toluidine, onze cas ont été exclus du fait d'dessité tumorale inférieure a 20 % (nécrose et/ou

intense réaction inflammatoire).

Dix a 30 mg de tissu tumoral ont été broyés en dgapes de 40 sec a la vitesse de 6500 rotations
par minute (rpm) en présence de billes de cérami@i€l4, de 600 pL de tampon de lyse RLT
(RNeasy mini kit ; Qiagen) et de 6 uL de 2-mercatitanol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,

France) dans un broyeur Précellys 24 (Ozyme, Suieatin-en-Yvelines, France).

La purification des ARN totaux a été réalisée aleedit RNeasy mini (Qiagen) selon les
recommandations du fournisseur, comprenant lesgtdp fixation du lysat sur colonne de silice
(éthanol), de purification (tampons RW1 et RPE adgen) et d’élution (20 puL d’eau RNase-free ;
Qiagen). Une étape de digestion par la DNase | afRMNree (Qiagen) pendant 20 min a permis de

prévenir une éventuelle contamination par des ADNg.

La concentration et la pureté des ARN totaux oldepour chacun des prélévements ont été
évaluées par spectrophotométrie (NanoDrop 100btelch). La qualité des ARN totaux a été évaluée
par électrophorése capillaire (Bioanalyzer 210®jilekt Technologies, Massy, France). Les profils
géneérés, en particulier les électrophorégrammegA&®s ribosomiques 18S et 28S, ont été analysés
avec le logiciel 2100 Expert (Agilent Technologigg)ur établir un nombre d’intégrité des ARN

(RIN). La qualité des ARN augmente avec le RIN.
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4.2.7. Analyse de I'expression génique de lTEGFR pa r RT-PCR

Apres une étape préalable de dénaturation de 'ARMg par échantillon) et d’hexameres de
nucléotides a 65°C pendant 10 min, la transcriptiéverse a été réalisée dans un thermocycleur
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) aweckit Transcriptor First Strand
complementary DNA Synthesis (Roche, Boulogne-Bdtamnt, France), selon les recommandations du
fournisseur, en présence de 10 mM de dNTP, de tang® réaction (Transcriptor Reverse
Transcriptase Reaction Buffer ; Roche), d'inhibitde RNase (Protector RNase Inhibitor ; Roche) et
de réverse transcriptase (Transcriptor Reverses€rgmiase ; Roche) dans un volume réactionnel de
20 pl. Les différentes étapes ont été : hybridapendant 10 min a 25°C, élongation pendant 30 min a
55°C, dénaturation pendant 5 min a 85°C. L'’ADN ctémmentaire (ADNc) obtenu a été dilué au

cinquiéme puis stocké a -80°C.

Les PCR quantitative [EGFRv1-4, hypoxanthine phosplosyl transferase (HPRT),
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPRH)AGA box binding protein (TBP)] et
qualitative (EGFRuvIII) ont été réalisées dans writocycleur Rotor Gene (Qiagen) avec le kit Light
Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green | (Roche)peésence de 3 mM de MgCte 0,2 uM
d’amorces (EGFRv4 et vill) ou 0,25 uM (GAPDH) ou5OuM (EGFRv1-3, HPRT et TBP)
(Tableau 5 et de 2 uL d’ADNc dans un volume réactionnel 8eu2. Les différentes étapes ont été :
activation enzymatique a 95°C (10 min) puis 40 eyatomportant chacun une étape de dénaturation
de 10 sec a 95°C, une étape d’hybridation de 5asB8°C (HPRT et EGFRv1, v2, v3) ou 60°C

(GAPDH, TBP, EGFRV4 et vlll) et une étape d’'élongatde 4 sec a 71°C.

Lors de la premiere utilisation, la taille des pritsl obtenus a été vérifiée par électrophorése sur
gel d'agarose a 2 % contenant du bromure d’éthidiLeur séquence a été vérifiée par séquencage et
comparée aux bases de donfBed es gammes standard d’amplification des ADNc téliét
(EGFRv1-4 et vlil) et des ADNc de référence (HPRGAPDH et TBP) ont été obtenues a partir
d’ADNCc spécifiques qui ont été amplifiés, purifiésdilués en série. Les échantillons ont été aréplif
en double, en paralléle avec un témoin négatif peae) et avec deux dilutions standard de la gamme

de référence utilisées comme calibrateurs.
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La quantification relative des échantillons a dtéatuée par la méthode d&aACt [(CTschantiion -
CTeaibraten)gene dinéret (CTechantiion = CTealibrateu)gene de rererenfemodifié selon Pfafff' avec correction en
fonction de I'efficacité de la réaction. Les réatgtont été exprimés en unité relative arbitrditar).

Pour chaque géne d'intérét (EGFRv1-4) les valentsété normalisées par celles des trois génes de
référence (HPRT, GAPDH, TBP). Les niveaux d'expamsgle chaque variant de 'EGFR et de la
somme des variants ont été qualifiés de faiblerétsklon leurs valeurs médianes respectives.

Tableau5. Amorces utilisées pour la RT-gPCR.

Amorces Séquence (5’ vers 3)

EGFRv1 exons 29-30 (sens) CTCCCAGTGCCTGAATACATA
EGFRv1 exon 30 (anti-sens) GGCTGATTGTGATAGACAGGA
EGFRv2 exon 15 (sens) TGCACCTACGGGTCCTAAT
EGFRvV2 exon 16 (anti-sens) TGAAGCAAAGGGAGAAATTG
EGFRv3 exon 10 (sens) AAGGAAATCACAGGTTTGAGC
EGFRv3 exon 10bis (anti-sens) TCCAAGGGAACAGGAAATATG
EGFRv4 exon 15 (sens) CTACGGGCCAGGAAATGAG
EGFRv4 exon 17 (anti-sens) CGCTGCCATCATTACTTTGA
EGFRVIII exons 1-8 (sens) GCTCTGGAGGAAAAGAAAGGTAAT
EGFRVIII exon 8 (anti-sens) TCCTCCATCTCATAGCTGTCG
HPRT exon 6 (sens) CTTTCCTTGGTCAGGCAGTA
HPRT exon 7 (anti-sens) TGGCTTATATCCAACACTTCG
GAPDH exon 6 (sens) AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG
GAPDH exon 7 (anti-sens) GGCAGAGATGATGACCCTTTT
TBP exon 6 (sens) GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC
TBP exon 7 (anti-sens) TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG

4.2.8. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées asédadieiels StatView 5.0 (SAS Institute, Inc, Cary,
NC) et R 2.10.1 (Department of Biometry and Evaoéry Biology, Lyon, France). Les corrélations
entre les variables quantitatives ont été réalipéede test de Spearman. Les comparaisons estre le
variables qualitatives ont été réalisées par leebeact de Fisher. Les comparaisons de moyennes ont
été réalisées par les tests non paramétriques de-Waitney (pour deux variables) ou de Kruskal-
Walllis (pour plus de deux variables). Les analyfeta survie globale et de la survie sans prograssi
ont été effectuées par la méthode de Kaplan-Meésx.comparaisons des courbes de survie entres les
groupes ont été faites au moyen de test du Logrhek. analyses multivariées avec choix des
covariables fait par une procédure descendantéténméalisées en utilisant le modéle de régreskion
Cox. Le seuil de significativité retenu a été f&xé %.
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4.3. Résultats

4.3.1. Caractéristiques des 39 patients

Les données cliniques et histopathologiques sdlitjikes dans l&ableau 6 Les sous-types
histologiques de la série (papillaire, colique, maax et mixte) sont illustrés dansHagure 15.
Il n'y avait pas d'association entre les sous-tyipistologiques selon la classification de Barnes et

les données démographiques et cliniques.

Tableau 6. Données cliniques et histopathologiques des 3@mati

Sous-types histologiques selon Barnes Tous  Papillaire Colique Mucineux  Mixte

Nombre (n) de cas n=39 n=3 n=23 n=4 n=9
Age médian (années) 50 a 68 20 1 14 2 3

69 a 87 19 2 9 2 6
Sexe Homme 37 3 22 4 8

Femmes 2 0 1 0 1
Localisation Ethmoide 37 2 22 4 9

Fosses nasale: 2 1 1 0 0
Exposition aux Oui 35 2 21 4 8
poussieres de bois Non 4 1 2 0 1
Embols tumoraux Oui 5 0 4 0 1
histologiques Non 34 3 19 4 8
Stade tumoral (T) T1 1 0 0 1 0
selon la classification T2 18 3 11 1 3
TNM 2009 de 'UICC T3 12 0 7 1 4

T4 8 0 5 1 2
Exérése chirurgicale = Complete 35 3 21 3 8

Incompléte 4 0 2 1 1
Radiothérapie Oui 38 3 23 4 8
complémentaire Non 1 0 0 0 1
Chimiothérapie Oui 8 0 5 1 2
complémentaire & base Non 31 3 18 3 7

de sel de platine
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Figure 15. Sous-types histologiques de la série selon B&rnespillaire ), colique B), mucineux
a cellules en bague a chatd®) (et mixte [colique D*) et mucineux de type alvéolair®#)], (HES,

Laboratoire de Pathologie, CHU de Limoges).

4.3.2. Expression protéique de 'EGFR par IHC

Les résultats de l'analyse de 'EGFR en IHC avex dmticorps anti-EGHRRc, EGFRyc et

EGFRy106s Selon la plus forte intensité de marquage dewhawgmeur, sont donnés danJ &bleau 7.

Vingt-cing cas (64,1 %) étaient positifs avec la8carps anti-EGFR:c et/ou EGFRB,c. Les sous-
types histologiques correspondaient a trois ITA@pilfires, quatorze coliques, trois mucineux et

cing mixtes. Les quatorze tumeurs restantes (3% 8t&tent négatives avec ces deux anticorps.
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Les scores de marquage maximal pour chaque tumeg ks anticorps anti-EGEBR. et

EGFRy c étaient fortement corrélés entre ex<(0,0001 ; rho = 0,83).

Au sein d'une méme tumeur, le marquage anti-EGBR dintensité et de distribution hétérogene
(Annexe 1: Fig. 2A. Au moins deux intensités de marquages anti-E@Eent observées dans
chaque tumeur. Le marquage anti-EGFR était sowlemistribution focale, parfois cerné d'un tissu

tumoral dépourvu de marquage anti-EGFR.

Quatre tumeurs (10,3 %) de sous-type colique avarefort marquage anti-EGEBR: et EGFR)c
(Annexe 1 : Fig. 2B. Dans tous les cas, les foyers tumoraux aveoumfarquage anti-EGRR: se
superposaient avec ceux avec un fort marquageE@i,c (Annexe 1 : Fig. 2C et 2[) Dans deux
de ces tumeurs un marquage modéré anti-EGkR eté observé au sein des foyers tumoraux avec
fort marquage anti-EGRR: et EGFR,c (Annexe 1: Fig. 2B. Dans les 21 tumeurs positives
restantes, le marquage anti-EGFR était faible odém®@Annexe 1 : Fig. 2F, et il n'a pas été observé

de marquage anti-EGERgs

Il n'y avait pas d'association entre le marquage-EBFR et les données démographiques,

cliniques et histologiques.

Tableau 7. Expression protéique de 'EGFR en IHC selon la ftute intensité de marquage de
chaqgue tumeur de la série de 39 cas.

EGFRpec EGFRpic EGFRp1068

n=39 n=239 n=25

Fort (3+) 4 4 0
Modéré (2+) 12 8 2"
Faible (1+) 9 3 0
Négatif (0) 14 24 23

(*) : l'anticorps anti-EGFRoes & €té utilisé uniquement en cas de positivité aetscorps anti-
EGFRyec et/ou EGFRc
(**) : observé dans 2 cas avec un fort marquageEBEFRyec et EGFRc.
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4.3.3. Nombre de copies de 'EGFR par FISH

Dix-huit cas (50 %) présentaient une augmentationambre de copies d&EGFRsur les 36 cas
interprétables en FISH, résultant d’'une amplifaatpénique de EGFR et/ou d’'une polysomie du
chromosome 7Annexe 1: Fig. 2G et 2H. Trois cas (8,3 %) présentaient une amplificatiten
I'EGFRet deux d'entre eux présentaient aussi une polgsdmchromosome 7. Les quinze autres cas

(41,6 %) présentaient une polysomie du chromososan3 amplification deHGFR

L'amplification génique était toujours de distriout focale entourée d'un tissu tumoral sans
amplification, contrastant avec la distributiongphomogéne de la polysomie du chromosome 7. Dans
les trois cas amplifiés, les zones tumorales awggification de EGFR étaient superposables a celles
qui présentaient un fort marquage anti-EGERet EGFRc en IHC Figure 16). Dans deux de ces
trois tumeurs, un marquage anti-EGRR €tait observe et il était limité aux zones am@éi pour

I'EGFR

Les tumeurs avec polysomie du chromosome 7 et aandification de EGFR avaient un
marquage anti-EGHRRc et/ou EGFR,c modéré, faible ou négatif, et ne présentaientdpasarquage

anti-EGFR 065 (Tableau 8.

Il n'y avait pas d'association significative entemplification de EGFR ou la polysomie du

chromosome 7 et les données démographiques, @migLhistologiques.

Tableau 8. Relation entre les analyses de I'EGFR en FISH ##€rde la série de 39 cas.

Analyse de I'EGFR par Analyse de 'EGFR en I[HC
FISH EGFRpec EGFRpic EGFRp106¢
3+ 2+ 1+ 0 3+ 2+ 1+ 0 + 0
Amplification (n = 3) 3 0 0 0 3 0 0 0 2 1
P <0,0001 <0,0001 = 0,0002
Polysomie du " (n = 15) 0 8 4 3 0 6 2 7 0 12
P = 0,06 = 0,06 =0,14
Pas de gail (n = 18) 0 4 5 9 0 2 1 15 0 9
P =0,08 =0,04 =0,26
Echec (n = 3) 1 0 0 2 1 0 0 2 0 1
Tous (n = 39) 4 12 9 14 4 8 3 24 2 23

(*) : L'IHC anti-EGFRy106s @ €té réalisée uniqguement sur les tumeurs pasidvec les anticorps anti-
EGFRyec et/ou EGFRc.
(**) : Absence d'amplification deHGFRet de polysomie du chromosome 7.
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4.3.4. Mutations de 'EGFR, de KRAS et BRAF
Sur les 34 cas testés, un seul (2,9 %) avait un@tion sur la séquence codant le domaine
tyrosine kinase de HGFR Il s'agissait d'une délétion de quinze paireshdees de l'exon 19
(c.2235del15), correspondant & une délétion de aaides aminés (p.E746_A750del). Il n'a pas été

observé de mutation dans les exons 18, 20 et PEGER

Deux cas (5,9 %) présentaient une mutation patisutisn de I'exon 13 d&RAS(Figure 17), de

nomenclature p.G13D (c.38G > A). Il n'a pas étéeolisde mutation de I'exon 12 KRAS

Deux cas sauvages poHIRAS avaient une mutation par substitution de I'exomle2BRAF
(Figure 17) correspondant pour I'un & une mutation p.V600E7@9T > A) et pour l'autre a une

mutation p.D594G (c.1781A > G).

Les mutations deHGFR de KRASet BRAF étaient mutuellement exclusives et exclusives de

I'amplification génique deHGFR

Il n'y avait pas d'association significative erlee mutations deEGFR deKRASetBRAFet les

données démographiques, cliniques et histologiques.

4.3.5. Expression génique de 'EGFR (v1-4 et vlill m utant)

Les transcrits EGFRv1, v3 et v4 ont été observés tlautes les tumeurBigure 18). LEGFRv2
a été observé seulement dans deux tumeurs. LestitarEGFRvV1, v3 et v4 étaient fortement corrélés
entres eux® < 0,0001 ; rho = 0,7 a 0,8Annexe 1 : Fig. 3A, B et §. Le transcrit EGFRvIII mutant

n'a été détecté dans aucune tumeur.

Les cas avec une amplification génique B&FR avaient une forte expression de la somme des

transcrits EGFRv1, v3 et v# £ 0,05 ;Annexe 1 : Fig. 3D.

Il n'y avait pas d'association significative efganiveau d'expression des transcrits de I'EGFR et

les données démographiques, cliniques et histalegiq
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Figure 16. Superposition d'un foyer tumoral présentant uneldivation génique de EGFR (A,

FISH x400, Laboratoire de Cytogénétique, CHU de dges) et une surexpression protéique de

'EGFRpc (B, IHC x400, Laboratoire de Pathologie, CHU de Limgsg

Témoin ¢.38G>A
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Figure 17. Exemples d’analyses par PCR HRM et séquencagte{®me d’oncologie moléculaire
(POM), CHU de Limoges] A, profil variant d’'un échantillon tumoral sur lawwbe de fusion analysée
apres PCR HRM B, présentation des mutations KiBASet deBRAF de la série, interprétées aprés

séquencage.
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Figure 18. Exemples d’analyses par RT-gPCR (POM, CHU Limoges) gamme de référence de

GAPDH ; B, courbe quantitative de 'lEGFRv1 d'un ITAC.

4.3.6. Relation avec la survie globale et sans prog ression

Au moment de l'analyse, la médiane de la survibadétait de 92,5 mois avec quatorze déces
(35,9 %), et la médiane de la survie sans prognessiait de 140,1 mois avec douze progressions

(30,8 %).

La survie globale était plus faible dans les cagasitis : exérese tumorale incomple®e=0,002),
présence a lI'examen histologique d'embols tumoi@ux 0,02) et forte expression du transcrit

EGFRv1 P = 0,03).

La survie globale et la survie sans progressiortaieié pas associées aux données
démographiques, au stade tumoral, au sous-typeldggjue selon Barnes, a la surexpression
protéique de I'EGFR, a I'expression protéiqgue BEFR phosphorylé, a I'amplification génique de
I'EGFR a la polysomie du chromosome 7, a la présendalmence de mutation dEGFR KRASou

BRAF

Une analyse multivariée par le modéle de régressso@ox a montré que la survie globale était

plus faible uniguement dans le cas d'une exérésertile incompleteR = 0,003).
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4.4. Discussion

Les ITACs partagent avec les CCRs des similitudegphologiques et immunophénotypiques.

Dans une série de 39 ITACs, nous avons étudié IEE€He statut mutationnel #&RASetBRAF

Les analyses de I'EGFR en IHC et en FISH ont rawééchétérogénéité tumorale. L'étude en IHC
a montré une expression de 'EGFR dans enviroddas-tiers des ITACs et une surexpression dans
guatre cas. L'augmentation du hombre de copiefE@-R était présente dans la moitié des ITACs.
Elle était la conséquence d’'une amplification gaaigeulement dans trois cas. Cette amplification
était toujours de distribution hétérogene, limidéguelques foyers tumoraux. En IHC, la surexpressio
protéique était elle aussi de distribution foc@lans notre série, les foyers tumoraux présentamt un
amplification génique de HGFR présentaient aussi une surexpression protéiquE@R. En
conséguence, I''HC, une technique simple, poupeitnettre de cibler les zones tumorales a analyser

en FISH.

La surexpression protéique de I'EGFR semblait imoli la forme compléete de I'EGFR (HER1).
En effet, nous avons obtenu des résultats similagre IHC avec des anticorps anti-EGFR dirigés
contre les domaines extracellulaire et intracellalaDans deux cas, la présence de la forme
phosphorylée de I'EGFR dans des zones tumoralekfiée®p et surexprimant le récepteur, était en
faveur d'une activation de la voie de signalisatien'EGFR. Cette voie n'était donc peut-étre pas
activée dans les ITACs n'exprimant pas cette fgghwsphorylée de 'EGFR. Cependant IlEGFR peut
étre phosphorylé sur d'autres sites, non reconaund'gnticorps que nous avons utilisé. De plus,
d'autres mécanismes d'activation de I'EGFR ontdét&its comme [I'hétérodimérisation de I'EGFR
avec d'autres récepteurs tyrosine kinase tels deR2FB-4 et MET®'°>'® Un autre mécanisme
important de régulation de la voie de signalisatien'EGFR est représenté par l'internalisation du
récepteur. Aprés activation de 'EGFR par son ligds récepteur est internalisé dans des endosomes.
Selon la nature de ce ligand, il sera soit détpait des enzymes lysosomales, soit recyclé a la
membrane plasmiqi®. Cette internalisation du récepteur pourrait em l'association d'un

marquage membranaire et cytoplasmique qu'on a sbabservé en IHC.
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Contrairement a l'amplification génique d&GFR les cellules tumorales présentant une
polysomie du chromosome 7 étaient distribuées dhar@ere plus homogene dans le tissu tumoral ; il
n'y avait pas d'association avec l'expression jpwtéde 'EGFR ; et il n'y avait pas d'expression
protéique de la forme phosphorylée de 'EGFR. Llditgtion génique et la polysomie sont deux
mécanismes biologiques différents conduisant tesigleux a une augmentation du nombre de copies
du géne. L'amplification d'un oncogéne est uneeétaipciale dans la transformation maligne et peut
parfois étre impliquée dans la résistance secomdaiune thérapeutigiié®. La polysomie refléte
plutbét une instabilité chromosomique intrinsequex atellules tumorales et n'a pas la méme
significativité biologique en terme de pronostic ae réponse thérapeutidtle Une étude
complémentaire en FISH de cing ITACs de notre sérienontré une association fréquente de
polysomie des chromosomes 7, 12 et Annexe 2 suggérant des aneuploidies complexes des
ITACs, en accord avec la littératlffe Les études clinico-pathologiques devraient dastinduer ces

deux altérations cytogénétiques.

En plus de leurs similitudes morphologiques, 1650§ et les CCRs partagent certaines altérations
de la voie de signalisation de 'EGFR. Dans noéries 8,3 % des cas présentaient une amplification
de I'EGFR et 41,6 % une polysomie du chromoson@eg. données sont en accord avec celles de la
littérature des ITACs (amplification dans 8 & 141é6 cas et polysomie dans 33 & 46 % de$Tpet
avec celle des CCRs (amplification absente a 5le%ahs et polysomie dans au moins 30 % des
ca$®. De plus, les ITACs et les CCRs semblent partageméme modéle d'expression de 'EGFR,
c'est-a-dire une distribution focale de I'amplifica génique de EGFR se superposant aux foyers
surexprimant 'TEGFR". Une hétérogénéité intra-tumorale a été rappattées les CCRs de stade
tumoral avancé, et pourrait contribuer & certaigsistances et échecs thérapeutitfdéd Dans notre
série, les foyers tumoraux avec amplification géaeide EGFRet surexpression protéique de 'lEGFR
étaient observés dans des ITACs de stade tumasakcéyT3 ou T4). Leur valeur prédictive reste a

étre explorée.
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Les mutations de HGFR sont rares dans notre série, ce qui est en aaad les études
précédentes d'ITACSet de CCRS. A notre connaissance, notre étude a montré popiremiére fois
I'absence d'implication de I'EGFRvIII mutant danadogenese des ITACs. Il en est de méme dans les
CCR<?, contrairement a d'autres types tumofauba faible fréquence de mutation KRASet BRAF

4

dans notre série (quatre tumeurs différentes) resiceord avec la littératfe®® Les mutations de

KRASetBRAFsont plus fréquentes dans les CCRs (respectived@eitt et 12 % des cdsy.

Dans notre étude, une analyse multivariée a idéntifiquement la qualité de I'exérese tumorale
comme facteur pronostique en terme de survie golaimme décrit précédemmer@omme Garcia
et al¥, nous n'avons pas trouvé d'association entreifiésahts marqueurs moléculaires étudiés et la

survie globale et sans progression.

En conclusion, notre étude a montré plusieurs ipettg'expression de 'EGFR dans les ITACs, ce
qui témoigne d’'une hétérogénéité tumorale. L'amalys FISH de EGFR devrait étre précédée par
une étude IHC et permet de distinguer I'amplifmatie IEGFRde la polysomie du chromosome 7,
un mécanisme différent d'augmentation du nombreogges de EGFR En plus de leurs similitudes
morphologiques, les ITACs et les CCRs partagerthiress altérations de la voie de signalisation de
'EGFR, telles que l'amplification deHGFR la surexpression protéique de I'EGFR, l'absence
d'implication de 'EGFRVIII mutant et de rares ntistas de EGFR Cependant, contrairement a ce
qui est observé dans les CCRs, les mutationKRI&Set BRAF sont rares dans les ITACs, ce qui

constitue une importante différence entre ces tgues tumoraux.

La taille de notre série ne nous a pas permis tliévgprécisément la valeur pronostique de
'amplification de IEGFRqui semble étre un événement assez rare danpedd¢ytumeur. De méme,
en raison du faible nombre de tumeurs dans lessuEIGFR est amplifié, il est difficile d’affirmer
gue la surexpression protéique est liée a la semiplification génique et non pas a un autre
mécanisme comme une polysomie du chromosome 7.|U3e giautres récepteurs a des facteurs de
croissance tels que MET et HER2 peuvent interagic 4a voie de 'EGFR. Tout ceci nous a conduits

a réaliser une étude complémentaire sur série dEAsS.
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5. Etude de I'EGFR, de MET et d’'HER2 dans une série

complémentaire de 72 ITACs

5.1. Objectifs

Notre objectif principal était d’évaluer la valguonostique de I'amplification deHGFRdans les

ITACs et son association avec la surexpressioréjoat de 'EGFR.

Nos objectifs secondaires étaient d’'évaluer I'aisdion et la valeur pronostique d'autres acteurs

moléculaires potentiellement en interaction avewmia de signalisation de 'lEGFR : MET et HER2.

Dans ce but, nous avons réalisé dix blocstisue microarray(TMA) regroupant une série
complémentaire de 72 ITACs. Nous avons ensuiteya@abur ces blocs de TMA I'expression
protéique de 'EGFR (EGHR: et EGFR)c), de MET et d’'HER2 en IHC. Le nombre de copies de
I'EGFRet deMET a été quantifié par HIS. Les résultats de cettie,s@pres avoir été complétés avec

114

ceux de notre série précédentnifexe ), ont été analysés en fonction des données clisjque

histologiques et de survies (globale et sans pssge).

5.2. Matériels et méthodes

5.2.1. Patients et prélevements tissulaires

Les prélévements tissulaires ont été obtenus & plart72 patients opérés au CHU de Limoges

pour un ITAC, entre 1988 et 2013. Les patientsgartst un antécédent de CCR ont été exclus.

Quarante-huit cas ont été fixés dans du formol &1 24 dans du liquide de Bouin, pendant 12

a 24 h. Ces prélevements ont été par la suite désiég, imprégnés et inclus en paraffine.

Des coupes de 4 a 5 um d’épaisseur ont été réalmee colorées a I'HES, par le PAS et au bleu
alcian. Le type histologique a été défini selorlissification de 'OMS et le sous-type histologiqu

selon celle de Barngs

72



Les données cliniques et de survies ont été olsaedti®spectivement. Le recueil des échantillons
a eté effectué conformément aux dispositions dei lde Bioéthique de 2004. Les données cliniques,
histologiques et de survie de la série précédeamt8ITACS™ ont été actualisées et intégrées aux

analyses statistiques.

5.2.2. Réalisation des blocs de tissue microarray

Le premier spot de chaque bloc de TMA correspor&daite muqueuse respiratoire non tumorale.
La sélection des autres spots a été faite sur ldfhtC selon lintensité de marquage avec les

anticorps anti-EGFRc et EGFRc et selon la densité tumorale des 72 ITACs comphéanes.

Comme décrit précédemmétit I'THC avec les anticorps anti-EGFR a été réalidéme maniére
automatisée (BenchMark XT ICH/ISH, Ventana), seles recommandations du fournisseur, sur
coupes de 4 & 5 um d’épaisseur provenant d’'un tolmoral inclus en paraffine ; et l'intensité du

marquage anti-EGFR a été interprétée comme ségatif (0), faible (1+), modéré (2+), fort (3+).

Pour chaque cas et chaque anticorps (anti-EzF& EGFRc), deux lecteurs ont sélectionné de
maniere indépendante des zones tumorales, de 2emiadhetre, d’intensité de marquage O et/ou 1+

et/ou 2+ et/ou 3+. Deux a six zones (en moyenng)tpar tumeur ont été sélectionnées.

Les TMA ont été construits sur un MiniCore Tissueaker (Excilone, Plaisir, France) a l'aide
des logiciels TMADesigner 2 (Excilone) et MiniCdBontrolStation (Excilone). Dix blocs de TMA
ont été réalisés. llIs mesuraient chacun 32 x 22enoomportaient entre 19 et 23 spots de 2 mm de
diameétre, espaceés entre eux de 2 mm. lls compotta®l spots au total (10 spots non tumoraux et

211 spots tumoraux).

5.2.3. Analyse de I'expression protéique de 'EGFR, de MET et
d’'HER2 par IHC

L'IHC a été réalisée sur des coupes de 4 a 5 |@paibseur a partir des blocs de TMA d'une

maniere automatisée (BenchMark XT ICH/ISH, Venta@dn les recommandations du fournisseur.

73



Les anticorps suivants ont été testés: anti-E€aERClone 3C6, prét a I'emploi; Ventana;
Tableau 3, anti-EGFRc, (Clone EGFR.25, dilution au 1/8T; Novocastra Tableau 3, anti-MET

(Clone SP44, prét & I'emploi ; Ventana) et anti-E2ERolyclonal, dilution au 1/1068°; Dako).

065114 négatif (0) ; marquage

Le marquage anti-EGFR a été interprété comme peécén
faible (1+) membranaire, cytoplasmique ou les deuwrarquage modéré (2+) membranaire,
fréguemment associé a un marquage cytoplasmiquplusefaible intensité ; marquage fort (3+)

membranaire, habituellement associé & un marquagplasmique de plus faible intensité.

Le marquage anti-MET a été interprété selon Smigel'*>*%’: négatif (0), absence de marquage
ou marquage équivoque membranaire et/ou cytoplasmig50 % ; négatif (1+), marquage faible
membranaire et/ou cytoplasmique d’au moins 50 % addlsles tumorales ; positif (2+), marquage
modéré membranaire et/ou cytoplasmique d’au mo&o5des cellules tumorales ; positif (3+)

marquage fort membranaire et/ou cytoplasmique atiains 50 % des cellules tumorales.

Le marquage anti-HER2 a été interprété selon leeseppliqué dans les adénocarcinomes
gastrique¥® : négatif (0), aucun marquage ou marquage < 1@&ucdllules tumorales ; négatif (1+),
marquage membranaire incomplet faible dans au nidirt$ des cellules tumorales ; équivoque (2+),
marquage membranaire complet (basolatéral ou latixible a modéré dans au moins 10 % des
cellules tumorales ; positif (3+), marquage memai@complet (basolatéral ou latéral) fort dans au

moins 10 % des cellules tumorales.

Sur le plan technique, le marquage de I'épithélrespiratoire servait de témoin positif pour les
anticorps anti-EGFR, anti-MET et anti-HER2'?° Deux témoins externes d'intensité 3+ ont été
utilisés avec les anticorps anti-MET et anti-HERBEyvenant respectivement d’'un adénocarcinome
pulmonaire avec amplification d®IET et d'un carcinome canalaire infiltrant mammairee@v

amplification dERBB2

Un score a été donné pour chaque spot. Le scqrieideélevé a été retenu pour chaque tumeur.

Une forte intensité de marquage (3+) a été consgdéomme une surexpression.
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5.2.4. Analyse du nombre de copies de 'lEGFR et de  MET par

hybridation in situ

L’analyse du nombre de copies dEGFR a été réalisée sur coupes en paraffine de 3 a 4 pm
d’épaisseur provenant des blocs de TMA. La techide FISH a été effectuée avec la sonde
ZytoLight SPEC EGFR/CEN Dual Color Probe(Zytovision, Clinisciences) comme précédemment
décrit'”, La lecture a été réalisée a I'aide d’un microscép épifluorescence (DM6000, Leica,
Nanterre, France) avec filtres adaptés [(DAPI, r#scéine isothiocyanate (FITC),
tétraméthylrhodamine isothiocyanate (TRITC)], sure uplateforme Cytovision 7.3 (Leica). Pour
chaque spot, au moins 50 noyaux interphasiquessapearposeés, ont été analysés sur au moins trois

champs a fort grossissement.

Les criteres d'interprétations étaient ceux prémédent décrit§®>*11®: (1) amplification de

I'EGFR [au moins un des criteres suivants : ratio moyenl'dnsemble des noyaux analysés
EGFRCEN 7> 2, amas dGFR (au moins quatre copiesEl5FRrapprochées) dans au moins 10 %
des noyaux analysés, au moins quinze copiE&HER dans au moins 10 % des noyaux analy$&s]
(2) polysomie du chomosome 7 (au moins trois copi@CEN 7 dans plus de 30 % des noyaux
analysésy®; (3) absence d’augmentation du nombre de copiESER (absence d’amplification

d’'EGFRet de polysomie du chromosome 7).

L’analyse du nombre de copies MEET a été réalisée sur coupes en paraffine de 3 a dgsm
blocs de TMA par technique dkial in situ hybridizatioDISH) avec la sonde INFORM MET DNA
Probe (Ventana) d'une maniére automatisée (BendhM&F ICH/ISH, Ventana) selon les
recommandations du fournisseur. Les étapes declanitpie ont été : déparaffinage, protéolyse
thermique Cell conditioning 2 et enzymatique (Protéase 3), dénaturation deMNAd@ndant 20 min a
80°C, hybridation pendant 6 heures, lavage deg&rice, révélation a l'argent et au chromogene rouge
rapide, contre coloration a I'nématoxyline, lavagenontage des lames en milieu non aqueux. Pour
chaque spot, au moins 50 noyaux interphasiquesapearposés, ont été analysés sur au moins trois

champs a fort grossissement.
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Trois catégories ont été définies : (1) amplificatde MET [au moins un des critéres suivants :
ratio moyen de I'ensemble des noyaux analyd&§/CEN 7> 2, amas deMET (au moins quatre
copies deMET rapprochées) dans au moins 10 % des noyaux asagsémoins quinze copies de
MET dans au moins 10 % des noyaux analy§&s{; (2) polysomie du chromosome 7 (au moins trois
copies de CEN 7 dans plus de 30 % des noyaux &sifyfS : (3) absence d’augmentation du nombre

de copies dMET (absence d’amplification ddET et de polysomie du chromosome 7).

Un score a été donné pour chaque spot. Le scpfadeélevé a été retenu pour chaque patient [(1)
amplification génique et/ou (2) polysomie du chremme 7 ou (3) absence d’amplification et de

polysomie du chromosome 7].

5.2.5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées asédadieiels StatView 5.0 (SAS Institute, Inc, Cary,
NC) et R 2.10.1 (Department of Biometry and Evaoéry Biology, Lyon, France). Les corrélations
entre les variables quantitatives ont été réalipéede test de Spearman. Les comparaisons estre le
variables qualitatives ont été réalisées par leebeact de Fisher. Les comparaisons de moyennes ont
été réalisées par les tests non paramétriques de-Waitney (pour deux variables) ou de Kruskal-
Walllis (pour plus de deux variables). Les analyfeta survie globale et de la survie sans prograssi
ont été effectuées par la méthode de Kaplan-Meésx.comparaisons des courbes de survie entres les
groupes ont été faites au moyen de test du Logrieek. analyses multivariées avec choix des
covariables fait par une procédure descendantéténméalisées en utilisant le modéle de régreskion

Cox. Le seuil de significativité retenu a été f&x8 %.
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5.3. Résultats

5.3.1. Caractéristiques des 111 patients, synthése des deux
séries

Les données cliniques et histopathologiques desdemle des deux séries (111 cas) sont
présentées dansTableau 9

Les sous-types histologiques étaient représentésyppapillaires, 61 coliques, 21 mucineux et 23
mixtes. Le sous-type mixte était constitué dans tims cas de deux composantes: le contingent
majoritaire était par ordre de fréquence coliquecimeux et papillaire et le contingent minoritaire
colique, mucineux, papillaire et solideigure 19).

Au total douze ITACs avaient un contingent papiai83 un contingent colique, deux un
contingent solide, et 37 un contingent mucineuxtd®f avec un contingent a cellules en bague a
chaton.

Les sous-types histologiques de la série selon éBamiétaient pas associés aux données

démographiques et cliniques.

&

Figure 19. ITAC de sous-type mixte avec contingent coliqwe €t solide B), (HES x200,

Laboratoire de Pathologie, CHU de Limoges).
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Tableau 9. Données cliniques et histopathologiques des 1lé&mat

Sous-types histologiques selon Barnes Tous Papillaire Coligue Mucineux Mixte
Nombre (n) de cas n=111 n=6 n=61 n=21 n=23
Age médian (années) 43 a4 67 55 2 31 12 10
68 a 87 56 4 30 9 13
Sexe Homme 107 6 58 21 22
Femme 4 0 3 0 1
Localisation Ethmoide 106 6 57 20 23
Fosses nasales 5 0 0 1 0
Exposition aux Oui 97 5 51 20 21
poussieres de bois Non 12 1 8 1 2
NC 2 0 2 0 0
Stade tumoral (T) selon T1 2 0 2 0 0
la classification TNM T2 56 4 37 9 6
2009 de l'UICC T3 26 1 12 5 8
T4 27 1 10 7 9
Type de chirurgie Mixte 71 5 36 15 15
Paralatéronasale 19 0 11 4 4
Endoscopique 15 1 10 2 2
NC 6 0 4 0 2
Exérése chirurgicale Compléte 100 6 54 20 20
Incompléte 6 0 4 1 1
NC 5 0 3 0 2
Radiothérapie Oui 105 6 58 21 20
complémentaire Non 4 0 2 0 2
NC 2 0 1 0 1
Chimiothérapie Oui 9 0 5 1 3
complémentaire a base Non 100 6 55 20 19
de sel de platine NC 2 0 1 0 1

NC pour non connu

5.3.2. Expression proteique de 'EGFR, de MET et d HER2 en

IHC, étude des 72 ITACs complémentaires organisése n TMA

Les résultats de I'analyse en IHC de la série cémphtaire (72 cas) avec les anticorps anti-
EGFRyec, anti-EGFR)c, anti-MET et anti-HER2, selon la plus forte inté@gle marquage de chaque

tumeur, sont donnés dansTlableau 1Q

Tableau 1C. Expression protéique en IHC de 'EGER I'EGFRpc, MET et d’'HER2 selon la plus
forte intensité de marquage de chaque tumeur skeri@ complémentaire des 72 cas.

EGFRpgec EGFRpc MET HER2
n="72 n=70 n=~69 n=71
3+ 3 3 12 2
2+ 15 1 32 28
1+ 40 20 13 14
0 14 46 12 27
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Analyse de 'EGFR en IHQFigure 20

Sur l'analyse de 'EGFR en IHC des 201 spots de TM#terprétables (correspondant & 72
cas) avec l'anti-EGRJRc et des 193 spots interprétables (correspondadtcas) avec I'anti-EGH,
58 cas (81 %) étaient positifs (score 1+/2+/3+)cales anticorps anti-EGRR: et/ou EGFRc. Il
s'agissait de trois sous-types papillaires, 32jael, neuf mucineux et quatorze mixtes. Les quatorz

cas restants étaient négatifs (score 0) avec cesasdicorps.

Nous avons observé une hétérogénéité intra-tumdeatearquage anti-EGFR avec au moins deux
intensités de marquage dans 41 % des cas. Il xisi@ corrélation modérée entre les intensités de
marquage des anticorps anti-EGERet anti-EGFRB,c par spot de TMAR < 0,0001 ; rho = 0,49). On
observait toujours une stricte correspondance éasreones tumorales présentant un fort marquage
anti-EGFRgc et anti-EGFBc (six spots correspondant a trois cés<s 0,0001). Ces trois cas (4 %)
avec fort marquage anti-EGFR correspondaient a geus-types coliques et un mixte. Les spots avec
marquage modéré (2+) anti-EGhR étaient dans 89 % des cas de score 0 ou 1+ @aEEGFRc.

De méme, les spots avec marquage faible (1+) &Hs:c ne présentaient pas de marquage anti-

EGFR,c dans 67 % des cas.

Il n'y avait pas d'association entre le marquage-EBFR et les données démographiques,

cliniques et histologiques.

Analyse de MET en IH@Figure 21)

Sur I'analyse de MET en IHC des191 spots de TMArmtétables (correspondant & 69 cas), 44
cas (64 %) étaient positifs (score 2+/3+), dontzgo{17 %) avaient un fort marquage (3+). Les 25 cas
restants étaient négatifs (score 0/1+). Les caifsaorrespondaient a trois sous-types papiltgiét
coliques, six mucineux et onze mixtes. Les cas awer surexpression de MET correspondaient a
deux sous-types papillaires, neuf coliques et urtaniAucune tumeur de sous-type mucineux ne

présentait de surexpression de MIPT<(0,0001).
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Nous avons observé dans 25 % des cas une hétéitégét@-tumorale du marquage anti-MET
avec au moins deux intensités de marquage. L'iitéerse marquage anti-MET était modérément
corrélée a celle des marquages anti-E&ERP = 0,002 ; rho = 0,37) et anti-EGER (P 0,0001 ;
rho = 0,37) par spot de TMA. Aucun des spots auee surexpression de MET ne présentait de

surexpression de 'EGFRPE 0,31).

Il n'y avait pas d'autre association entre le magguanti-MET et les données démographiques,

cliniques et histologiques.

Analyse d’'HERZ2 en IHGFigure 22)

Sur l'analyse d’HER2 en IHC des 194 spots de TMi&rprétables (correspondant a 71 cas), 30
cas (42 %) étaient positifs ou équivoques (scor8+ dont deux (3 %) avaient un fort marquage.
Les 41 cas restants étaient négatifs (score Oles).cas positifs correspondaient & trois sous-types
papillaires, quinze coliques, cing mucineux et sapttes. Les cas avec une surexpression d’'HER2

correspondaient a un sous-type colique et un mukine

On a observé une hétérogénéité intra-tumorale duuage anti-HER2 avec au moins deux
intensités de marquage dans 34 % des cas. L'itdedsi marquage anti-HER2 était modérément
corrélée a celle des marquages anti-EgERP = 0,002 ; rho = 0,36) et anti-EGER (P = 0,0002 ;
rho = 0,27) par spot de TMA. Aucun des spots avee surexpression d'HER2 ne présentait de

surexpression de 'EGFRPE 0,62) ni de METR = 0,32).

Il n'y avait pas d’association entre le marquagé-lHdBR2 et les données démographiques,

cliniques et histologiques.
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L]

Figure 20. Etude en IHC avec les anticorps anti-EGER1+ (A), 2+ B), 3+ (C)] et anti-EGFRc
[1+ (D), 2+ E), 3+ F)]; synthése des résultats sur les 191 spotspirdtables de TMAG). La

surexpression (3+) de 'EGER: était fortement associée a celle de 'EGERP < 0,0001).
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Figure 21. Etude en IHC avec les anticorps anti-MET [1),(2+ B), 3+ (C)] et anti-EGFRgc;

synthese des résultats sur les 188 spots intepfeétde TMA D).

W3+
|2+
Wi+
o

[ ] non interprétable (NI)

spots de TMA

Figure 22. Etude en IHC d'HER2 [1+4), 2+ B), 3+ (C)] et de 'EGFRgc ; synthése des résultats
sur les 191 spots interprétables de TN, (
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5.3.3. Nombre de copies de 'EGFR et de MET par HIS , étude

des 72 ITACs complémentaires organisés en TMA

Les résultats de I'analyse d&GFRet MET par HIS, selon le plus fort score pour chaque tume

de la série complémentaire organisée en TMA, somhéls dans [€ableau 11

Tableau 11. Résultats de l'analyse deEIGFR et deMET par HIS selon le plus fort score de chaque
tumeur de la série complémentaire des 72 cas.

EGFR MET
n=>58 n =50
Amplification avec polysomie CEN 7 2 0
Amplification sans polysomie CEN 7 1 0
Polysomie CEN 7 sans amplification 27 26
Absence de gain (*) 28 24

(*) : Absence d'amplification génique et de polys®oiu chromosome 7.

Analyse de [EGFRen FISH(Figure 23

Sur I'analyse de EGFRen FISH des 152 spots de TMA interprétables (spordant a 58 cas),
30 cas (52 %) présentaient une augmentation du momike copies deHGFR Trois cas (5 %)
présentaient une amplification génique &&SFR deux d'entre eux présentaient aussi une polysomie
du chromosome 7. Les 27 autres cas (47 %) présantane polysomie du chromosome 7 sans
amplification génique deHGFR Les cas amplifiés correspondaient a un sous-tgdeue, un

mucineux et un mixte.

Cette analyse a montré une hétérogenéité intraralende I'amplification dans deux cas sur trois.
La répartition de la polysomie du chromosome 7t étamogéne dans 90 % des cas. L’amplification
de 'EGFR était fortement associée a la surexpression prgtéie 'EGFRec et de 'EGFRc

(P < 0,0001).

Les spots avec amplification d&EGFR correspondaient a des spots de score 0, 1+ om 2HE@
avec l'anticorps anti-METR = 0,59) et correspondaient a des spots de scardl@avec I'anticorps
anti-HER2 P = 0,03). La polysomie du chromosome 7 n’était paoeiée a I'expression protéique de

I'EGFRpec (P = 0,21), de 'EGFRB (P = 0,13), de METR = 0,7) ni ’HER2 P = 0,53).
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Il n'y avait pas d'association significative entemplification de EGFR ou la polysomie du

chromosome 7 et les données démographiques, @migiLhistologiques.

spots de TMA

EGFR

B Amplification de I’EGFR avec polysomie CEN 7

E 7

E 2+ Amplification de I’ EGFR sans polysomie CEN 7
G B Polysomie CEN 7 sans amplification de I’EGFR
F 1+ Absence d’augmentation du nombre de copies d’EGFR
[ Inon interprétable (NI)
R 0
D
I
C NI

| spots de TMA

Figure 23.Etude du nombre de copies dBGFR en FISH [amplification géniqueA], polysomie
CEN7 @) et absence de gairlC)] ; synthese des résultats comparativement adéten IHC de
'EGFRoec (D) et de IEGFRBc (E), respectivement sur les 155 et 147 spots iréaples de TMA.
L'amplification de ITEGFR était fortement associée a la surexpression puotéie 'EGFRec et de

'EGFRpic (P < 0,0001).
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Analyse deMET en DISH(Figure 24)

Sur I'analyse deMET en DISH des 134 spots de TMA interprétables (spoadant & 50 cas),
aucun cas ne présentait d’'amplification M&T, et 26 cas (52 %) présentaient une polysomie du

chromosome 7.

Comme indiqué précédemment, la polysomie du chromes/ n’était pas associée a I'expression

protéigue de METR = 0,7).
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spots de TMA

Figure 24. Etude du nombre de copies BHEET en DISH [polysomie CEN7A) et absence de gain
(B)]; synthése des résultats comparativement adé&ten IHC de MET, sur les 150 spots

interprétables de TMAQ).
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5.3.4 Expression protéique de 'EGFR et nombre de ¢ opies de

'EGFR des 111 ITACs, synthése des deux séries

Sur l'analyse de 'EGFR en IHC de I'ensemble degxdgéries (111 cas), 83 cas (75 %) étaient
positifs avec les anticorps anti-EGhR et/ou EGFBc. Il s'agissait de six sous-types papillaires, 46
coliques, douze mucineux et 19 mixtes. Les 28 tumesestantes (25 %) étaient négatives avec ces
deux anticorps. Sept tumeurs avaient un fort maguanti-EGFRec et anti-EGFBc et

correspondaient a six sous-types coliques et uktemix

Sur l'analyse de EGFR en FISH de I'ensemble des deux séries (111 c&s)ca$ (51 %)
présentaient une augmentation du nombre de copi¢E@EFR sur les 94 cas interprétables. Six cas
(6 %) présentaient une amplification génique B6&FR quatre d'entre eux présentaient aussi une
polysomie du chromosome 7. Les 42 autres cas (4@réspntaient une polysomie du chromosome 7
sans amplification génique dEGFR Les cas amplifiés correspondaient a quatre sqestcoliques,

un mucineux et un mixte.

Il n'y avait pas d'association significative enteemarquage anti-EGFR ou l'amplification de

I'EGFRou la polysomie du chromosome 7 et les donnéesgi&mphiques, cliniques et histologiques.

5.3.5. Relation avec la survie globale et sans prog ression,

synthése des deux séries

Au moment de I'analyse, la médiane de la survibajgoétait de 234,5 mois avec 49 déces (45 %),
et la médiane de la survie sans progression é&adb8,3 mois avec 40 progressions [36 % ; 33 loco-
régionales (83 %) et sept métastases a distanug gsseuses, une cérébrale et une pulmonaire)]. La

survie globale a 5 ans était de 76 % et celle peogression était de 69 %.

La survie globale était plus faible dans les casasiis : age supérieur a 67 aris=0,003),
exérese tumorale incomplete £ 0,008), stade tumoral avancé (T3/T4) selon lasifi@ation TNM

2009 de I'UICC P < 0,0001), et présence d’'un contingent histologigueineux ou solideq = 0,03).
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La survie sans progression était plus faible dasschs suivants : stade tumoral avancé (T3/T4)
selon la classification TNM 2009 de I'UIC® € 0,0002), et présence d’'un contingent histologique

mucineux ou solideR = 0,01).

La survie globale et la survie sans progressidairiét pas associées aux données suivantes : sexe,
localisation tumorale, exposition aux poussieredais, type de chirurgie, amplification génique de
I'EGFR et deMET, polysomie du chromosome 7, expression protéigueEGFR ainsi que MET et

HER?2.

Une analyse multivariée par le modele de régressofox a montré que la survie globale était
plus faible en cas de stade tumoral avancé (T38&#)n la classification TNM 2009 de I'UICC
(P =10,0002) et d'exérése tumorale incompl&te 0,05), et que la survie sans progression étag pl
faible uniguement en cas de stade tumoral avan8£r4J selon la classification TNM 2009 de

'UICC (P = 0,0004).
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Figure 25.Probabilité de survie globalé (etB) et de survie sans progressi@€tD) selon le stade
tumoral d'aprés la classification TNM 2009 de I'W@CA et C) et la présence ou non d’'un contingent

histologique mucineux ou solidB ¢tD).
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5.4. Discussion

Compte tenu des similitudes morphologiques et inoph@notypiques qui existent entre les
ITACs et les CCRs, I'hnypothése que ces deux typesotaux pourraient avoir des mécanismes

d’oncogenése communs, impliquant notamment ladeisignalisation de 'EGFR, a été avancée.

En raison de I'hétérogénéité de I'expression d&FR dans les ITACs, décrite dans notre travail
antérieut', une analyse en IHC du bloc tumoral a précédéofssteuction des TMA permettant
d'étudier précisément les différents patterns d'egpion de 'EGFR selon le nombre de copies de

I'EGFR

L'étude de 'EGFR dans cette série plus représemtat confirmé nos résultats précédéfits
L'expression protéique de I'EGFR était frequentesdas ITACs (75 %). La surexpression protéique
de 'EGFR était principalement liée a I'amplificai génique de EGFR Cet événement était rare
(6 %) et de distribution hétérogene dans le tigsunotal, en étant restreint a des « sous-clones »
tumoraux. Il était plutdt observé dans des tumeerstade avancé, comme déja d€éri€es notions
concernant I'amplification génique deEIGFR sont en faveur d’un événement génétique additionne
dans la carcinogenese des ITACs. A I'opposé, Igsoohie du chromosome 7, observée dans un peu
moins de la moitié de notre série, n'était pas @ésca I'expression protéique de 'EGFR, et présient
une distribution homogéne au sein du tissu tumdtatte altération semble plutét refléter une
instabilité chromosomique intrinséque aux cellutesnorales qu’'un mécanisme spécifique de

I'oncogenésE™,
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Dans notre étude, on observait au niveau des fdyemsraux présentant une amplification de
I'EGFRune superposition des marquages intenses anti-g&EeRanti-EGFRB,c, ce qui suggere que
I'amplification du gene implique la forme compléde 'EGFR (HER1). En revanche, de nombreux
foyers tumoraux avaient un marquage faible & modeeé I'anti-EGFRBgc et ne présentaient pas de
marquage avec l'anti-EGRR, ce qui pourrait indiquer la présence d'isofortremquées (b, c et d)
ne possédant pas le domaine intracellulaire duptéae dans ces foyers tumoraux. Les résultats de
notre premier travail ont, & I'appui de cette hjygste, montré une expression des ARNm EGFRv3 et
v4 codant certaines de ces isoformes trondiféd¥autres études sont nécessaires pour préciser le

réle de ces isoformes dans I'oncogenése des ITACs.

De nombreux acteurs moléculaires sont en relatimt dEGFR. Leurs implications dans les
processus tumoraux, souvent associées a un mauneaisstic, expliquent parfois des résistances a
des thérapies ciblées anti-EGPR'® Il peut s’agir des protéines impliquées dansdacade de
signalisation intracellulaire comme les kinases KRAt BRAF, mais aussi d’autres récepteurs
tyrosine kinase tels que MET ou les autres membieels famille HER. En effet, des interactions et
des synergies ont été rapportées entre les voisigdalisation de 'EGFR et de ME*'% parfois
expliquées par une interaction directe entre ces décepteur§>'® D’autre part, une modélisation
expérimentale récente a montré la participatiord@rénante de I’homodimeére HER1-HER1 et de

I'hétérodimére HER1-HER2 dans la phosphorylatiofeetivation de TEGFR™,

L’activation de MET entraine par des voies de digagon intracellulaire similaires a celles de
I'EGFR, des signaux de prolifération, d’invasiorardjiogenése et de résistance a I'apoptasson
activation dans les processus tumoraux peut s'ebsdors d'une surexpression protéique du
récepteur notamment en cas d’amplification géndg®ET, ou en cas de mutations MEET, et ce

indépendamment de la fixation de son ligqht*
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A notre connaissance, notre étude est la premiénaler I'expression protéique de MET et le
nombre de copies dBIET dans les ITACs. Comme dans d’autres types tumorBexpression
protéigue de MET (2+/3+) était fréquente dans TB&Qs (64 %), contrairement a I'amplification
génique deMET qui était absente dans notre série, et rappodés thoins de 5 % des cas de ces
autres types tumoratf**3* ’amplification de MET ne semble donc pas étre impliquée dans
I'oncogenese des ITACs et nexplique pas la suesgion protéique (3+) observée dans 17 % de nos
cas. Certaines études concernant les adénocar@nmmechiques ont rapporté la valeur pronostique
péjorative d'une augmentation globale du nombrecalgies deMET (amplification génique et/ou
polysomie du chromosome 7) et son association dieression protéique de ME¥F'3:
Néanmoins, d'autres travaux concernant des adésinoares gastriques et mammaires, n'ont pas
montré, comme dans notre étude, de relation eetxpression protéique de MET et I'augmentation
du nombre de copies ddET (amplification et/ou polysomie du chromosomée*7y> Différents
mécanismes d’'activation de MET interviendraientoselles types tumoraux. En-dehors de
'augmentation du nombre de copiesMET, la surexpression protéique de MET pourrait é&e &
deux autres mécanismes. Le premier serait le &imddulation transcriptionnelle notamment lors
d’'une activation de RAS® ou par l'intermédiaire de microARR. Le second mécanisme serait
l'inhibition de la dégradation de la protéine notaemt par mutation du site de fixation juxta-
membranaire Y1003 permettant en condition normegbees activation du récepteur, de recruter les
protéines impliquées dans son internalisation etié&gradatiotf®'®* Ces altérations restent a étre

explorées dans les ITACs.

L’activation d’ HER2 décrite dans les carcinomesmmaire et gastrique est principalement liée a
une amplification génique conduisant & une suresgioa protéiqué®*™®’ Cette anomalie, représentant
une cible thérapeutique dans ces tumeurs, estévaluroutine dans les laboratoires de Pathologie e
premier lieu par IHC du fait de la bonne corrélatientre la surexpression protéique (3+) et

I'amplification géniqu&®™*” Dans les cas intermédiaires une analyse par $tl&alisée.
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Seulement 3 % des tumeurs de notre série présantaie surexpression (3+) d’'HER2, ce qui est
comparable aux données de la litératliré’ De plus, Nazar el ont rapporté dans une petite série
d'ITACs I'absence d’amplification RBB2'2 En conséquence, il semblerait que la surexpmessio
protéique d’HER2 et I'amplification du géne ne swipas impliqguées dans I'oncogenese des ITACs.

L’'analyse dans notre série du hombre de copieRBEB2est en cours.

Dans notre étude, les foyers tumoraux présentaatsumexpression protéique de 'EGFR ne
présentaient jamais de surexpression protéique e & d’HER2. Cela suggere qu’il n'y a pas de
coopération entre ces différents récepteurs tyeokinase lorsqu’ils sont surexprimés. Toutefois, ce

observations restent a étre précisées par desséngérimentales complémentaires.

Les ITACs et les CCRs partagent des altérationséenddires communes de la voie de
signalisation de 'EGFR. En effet, dans ces deyesytumoraux : I'expression protéique de 'EGFR
est fréquente avec seulement quelques cas présartafois une amplification génique deGFRet
une surexpression protéique de I'EGER' les mutations de BEGFR sont

§5,78,1l4;

rare 'expression protéigue de MET est fréquente awkr rares cas présentant une

106,107,138,13
T e

amplification génique deVE une polysomie du chromosome 7 est fréqidhtt la

surexpression protéique d’HER?2 est t4te

D’autre part, comme dans les CCRsles tumeurs de sous-type mucineux de notre Série
distinguaient des autres sous-types histologiqaed'gbsence de surexpression protéique de MET.
Des spécificités moléculaires liees au « phénotyyaoral mucineux » existeraient, comme le
suggérent quelques études rapportant des dérémgsatiéquentes de la protéine d’adhésion E-

cadhérine, observées préférentiellement dans lestgpes mucineux de CCRs et d'ITAES*

Cependant, il existe des différences entre la g@eiearcinogenése des ITACs et celle des G¢BRs
notamment par la faible fréquence des mutationKRASet BRAF**>811 'absence de mutation
inactivatrice dAPC®*® et 'absence d'instabilité des microsatellife®’une maniére plus globale, ces
deux types tumoraux semblent avoir leur propreepatt’anomalie chromosomique, en faveur de

deux voies de carcinogenése différet{fed?
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L'étude de 72 patients supplémentaires a permistetic une série de 111 patients plus
représentative sur le plan clinique. L'analyse matiée a identifié comme facteur pronostique en
terme de survie globale le stade tumoral et laiguale I'exérese tumorale, et comme facteur
pronostique en terme de survie sans progressiaiuement le stade tumoral. Ces résultats sont en
accord avec ceux de la littérattie***> La voie d’abord chirurgicale, notamment endosgoej
n'affectait pas la survie, comme cela a été ragpoar d’autres centr€s*>'*® D'autre part, les sous-
types histologiques mucineux et solide (peu difiér&) semblaient avoir une valeur pronostique
péjorative en terme de survie globale et sans pssgwn sur les analyses univariées, comme

précédemment rapportg®’

Notre étude n’'a pas permis de mettre en évidenagaatqueur moléculaire pronostique dans les
ITACs. En accord avec Garcia @f*, dans notre série de 111 patients atteints d’ITRe&Xpression
protéique de I'EGFR et 'augmentation du nombrecdpies de EGFR par amplification génique
et/ou par polysomie du chromosome 7 n'affectaiesms pa survie. De méme, dans notre série
complémentaire de 72 patients atteints d’'ITAC, pession protéique de MET, I'augmentation du

nombre de copies dET et I'expression protéique d’HER2 n’avaient pasngact sur la survie.

92



6. Conclusion

Les ITACs sont des tumeurs rares, siégeant pritesipant au niveau des sinus ethmoidaux. Leur
découverte a des stades tumoraux avancés et I¢emtipb de récidive loco-régional en font des
tumeurs de mauvais pronostic, parfois en impasémpleutique. Ces tumeurs ont la particularité
d'étre lices a l'exposition aux poussieres de bdHles sont définies par leur ressemblance

histologique et immunophénotypique avec les CCRs.

Notre étude a révelé dans les ITACs certaines tarsiiques moléculaires communes aux CCRs,
concernant la voie de signalisation de I'EGFR etuxdeautres récepteurs tyrosine kinase

potentiellement en interaction avec 'lEGFR, MEH&R2.

L'expression protéique de I'EGFR était frequent® ). L'amplification de [EGFR n'a été
observée que dans 6 % des cas, et semblait emtvaieesurexpression protéigue de la forme compléte
du récepteur (HER1). Sa distribution témoignain@'inétérogénéité intra-tumorale. L'analyse par HIS
permet de distinguer 'amplification du géne d'upelysomie du chromosome 7, un mécanisme
différent et fréquent (49 %) d'augmentation du nmbe copies deHGFR Les mutations du

domaine tyrosine kinase d&IGFRétaient rares.

La surexpression de MET était observée dans 17 $ccds, ce qui contrastait avec I'absence
d’amplification génique deMET. Cette disparité pourrait étre liée a des modutati
transcriptionnelles ou de dégradation du réceptetureste a explorer. Seulement 3 % des tumeurs

surexprimaient la protéine HER2

Enfin, contrairement & ce qui est observé dan€(ERs, les mutations deéRASet BRAF étaient

rares dans notre série.
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Ces résultats suggerent que 'EGFR et MET peuvarérjun role dans I'oncogenése des ITACs
puisque ces récepteurs sont fréquemment expringsplification de ces génes ne semble pas étre le
principal mécanisme d’oncogenése. D’autre partyautes marqueurs moléculaires étudiés n'avait de

valeur pronostique.

Les criteres clinico-pathologiques restent actos#iet les meilleurs marqueurs prédictifs d’'une
évolution défavorable. Il s’agissait dans notreiesét’'un stade tumoral avancé, d'une exérese

incomplete et de la présence d’un contingent ligigue mucineux ou solide (peu différencié).

Notre travail compléte la littérature dans la jiistition d’éventuelles études pré-cliniques et
cliniques qui elles seules pourront répondre aukestion d’'un bénéfice ou non d’une thérapie ciblée
anti-EGFR chez les patients atteints d'ITACs. Hetedans ces tumeurs, comme nous I'avons signalé,
'EGFR est freqquemment exprimé et il semble exigen d'altérations moléculaires habituellement

reconnues comme facteur de résistance aux antioapsclonaux anti-EGFR.
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Summary Sinonasal intestinal-type adenocarcinomas (ITACs) are uncommon tumors of poor prognosis
defined by their similarities to colorectal adenocarcinomas. The involvement of the epidermal growth
factor receptor (EGFR) pathway in colorectal adenocarcinoma oncogenesis is well established, and the
same is expected to apply to ITACs. In a series of 39 ITACs, we investigated EGFR amplification and

E.GFR . . chromosome 7 polysomy by fluorescence in situ hybridization; EGFR, KRAS, and BRAF mutational
immunohistochemistry; : ; " g .
; " . status by polymerase chain reaction sequencing; EGFR variant messenger RNA expression by
Sinonasal intestinal-type gy ; . e e ;

. quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction; and EGFR protein expression by
adenocarcinoma

immunohistochemistry with antibodies targeting the extracellular domain, the intracellular domain, and
the phosphorylated isoform. The findings were analyzed with respect to clinical data, histologic typing,
and patient outcome. EGFR amplification was observed in 3 cases with a focal distribution. EGFR
proteins were overexpressed in all these foci with both extracellular domain and intracellular domain
antibodies, suggesting involvement of the whole receptor. Chromosome 7 polysomy was observed in 15
cases and was not associated with EGFR protein expression. EGFR, KRAS, or BRAF mutations were
observed in 5 different cases. The EGFRVIII mutant was not detected. In all cases, EGFR variants were
expressed. There was no association between these molecular features and patient survival. In
conclusion, (1) our study revealed various EGFR expression patterns in ITACs, indicating tumor
heterogeneity; (2) EGFR amplification should be distinguished from chromosome 7 polysomy; (3)
fluorescence in situ hybridization analysis could be guided by immunohistochemistry; and (4) ITACs
share common alterations of the EGFR pathway with colorectal adenocarcinomas, except for a lower
frequency of KRAS and BRAF mutations.
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1. Introduction

About 12% of all the malignant tumors of the nasal cavity
and paranasal sinuses are primary sinonasal adenocarcinomas
[1]. The World Health Organization (WHO) classification
recognizes 2 categories, intestinal-type adenocarcinomas
(ITACs) and non-—intestinal-type adenocarcinomas [2].
ITACs constitute 80% of cases [3] and are defined according
to their morphologic and immunohistochemical (IHC)
similarities with colorectal adenocarcinomas [2,4]. The treat-
ment of ITAC is usually surgery, frequently associated with
radiotherapy and sometimes with neoadjuvant chemotherapy
[5]. Despite therapeutic progress, the prognosis of ITAC
remains poor, with local recurrence in about 50% of the cases
and a 5-year cumulative survival rate of around 40% [2].

The epidermal growth factor receptor (EGFR) and its
signaling pathway have been implicated in various cancers.
In colorectal adenocarcinomas, EGFR overexpression (pro-
tein or messenger RNA [mRNA]), EGFR gene copy number
gain (EGFR-CNG) by amplification or polysomy, and KRAS
(v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) or
BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1)
mutations are prognostic and predictive factors, particularly
for the response to anti-EGFR therapies [6-8]. Mutations of
the intracellular tyrosine kinase domain (exons 18-21) of
EGFR are frequent in lung adenocarcinomas [9] but uncom-
mon in colorectal adenocarcinomas [10]. The EGFR variant
I (vIID), a constitutively active mutant, has been found in
glioblastomas and in breast and ovarian carcinomas [11] but
never reported in colorectal cancers [12].

The EGFR gene generates different mRNAs by alternative
splicing. The mRNA variant 1 (v1l) encodes the full-length
receptor, referred to as EGFR or human epidermal receptor 1
(HER1), which is the most widely documented in the litera-
ture. Additional variants, mnRNAs 2, 3, and 4 (v2, v3, and v4),
encode the soluble EGFR isoforms b, ¢, and d, respectively.
These isoforms have a complete or truncated extracellular
domain (ECD) but lack the intracellular domain (ICD) and,
consequently, cannot directly activate the downstream sig-
naling pathway. The expression of EGFR variants v2 to v4
has been reported in various tumors including infiltrative
gliomas, meningiomas, and lung adenocarcinomas [13-15].

IHC findings for the EGFR proteins vary according to
tumor type and the antibody (Ab) used. For example, protein
expression in colorectal adenocarcinomas has been reported
to be strong, moderate, or weak [16]; also, staining intensity
and numbers of positive cells are higher in glioblastomas
than in meningiomas [14,17]. Because different EGFR iso-
forms can be present, the IHC results may vary depending on
whether the Ab used recognizes the ECD or the ICD. Few
studies have analyzed the expression of the phosphorylated
form of EGFR (pEGFR) [18].

In intestinal-type adenocarcinomas, the EGFR signaling
pathway has been investigated in some series [19-22], and
EGFR-CNG, rare KRAS mutations, and EGFR protein over-
expression were reported. To our knowledge, there is no

information currently available about soluble EGFR isoform
and mutant EGFRVIII expression in these tumors. Furthermore,
all published THC analyses used antibodies targeted against the
ECD of the receptor [20,21].

We therefore aimed to clarify the involvement, if any, of
the EGFR signaling pathway in ITAC oncogenesis and to
identify morphologic or molecular markers with possible
prognostic value. Accordingly, we sought EGFR amplifica-
tion and chromosome 7 polysomy; investigated the EGFR,
KRAS, and BRAF mutational status; evaluated mRNAs for
whole and soluble EGFR forms; and performed IHC with
antibodies directed against EGFR-ECD, EGFR-ICD, and
pEGFR. The results were analyzed with respect to clinical
data, histologic typing data, progression-free survival (PFS),
and overall survival (OS).

2. Materials and methods
2.1, Patients and tissue samples

We studied 39 surgical tissue samples from patients with
ITAC, treated between 1996 and 2011 at Limoges Dupuytren
University Hospital. Tumors were classified according to
the WHO classification of sinonasal adenocarcinomas [2].
Clinical, occupational exposure, therapeutic, and survival data
were obtained retrospectively. At the time of resection, 35
tumor samples were fixed in 4% formalin and 4 samples in
Bouin liquid (picric acid, acetic acid, formaldehyde). All
samples were embedded in paraffin, and sections were stained
with hematoxylin-eosin-saffron. In all cases, a part of the
surgical specimen was snap frozen in liquid nitrogen and stored
at —140°C. Before analyses, all the frozen samples were
assessed histologically to evaluate the percentage of tumor
cells. This study was performed in accordance with French
bioethics laws regarding patient information and consent.

2.2. EGFR protein analysis by IHC

Five-um-thick paraffin sections were obtained from
paraffin-embedded blocks. Three different anti-EGFR anti-
bodies were tested (Table 1), which recognized the EGFR
ECD (ECD-Ab), ICD (ICD-Ab), and phosphorylated
tyrosine 1068 (pEGFR-ADb). Slides were processed automat-
ically (BenchMark XT ICH/ISH; Ventana Medical Systems,
Illkirsh, France) according to the protocols supplied by the
Ab manufacturers. Isotype controls were performed for each
Ab. For ECD-Ab and ICD-AD, the basal layer of the res-
piratory mucosa served as a positive control [23]. EGFR
staining was scored as the following [20,24]: negative (0);
weak (1+) reactivity that was membranous, cytoplasmic, or
both; moderate (2+) membranous reactivity and frequent
cytoplasmic reactivity that was of weaker intensity than the
membrane reactivity; and strong (3+) membranous reactiv-
ity, usually associated with cytoplasmic staining of weaker
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Table 1  Characteristics of EGFR antibodies used for [HC
Clone Domain targeted EGFR isoform targeted Dilution Manufacturer
3C6 Extracellular a, b, c, d, vill Pure Ventana
EGFR.25 Intracellular a, vIII 1:50 Novocastra, Nanterre, France
Polyclonal P-Tyr1068 a, b, c, d, vill 1:500 Ozyme

intensity. Strong staining (3+) was considered as overexpres-
sion. For statistical analysis, tumors were classified accord-
ing to their highest staining score. All cases were studied
with ECD-Ab and ICD-Ab. Only tumors positive for ECD-
Ab and/or ICD-Ab were subjected to IHC with pEGFR-Ab.

2.3. EGFR gene copy number analysis by
fluorescence in situ hybridization

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed
on paraffin sections (adjacent to the sections used for IHC),
with Zytolight SPEC EGFR/centromere 7 (CEN7) Dual
Color Probes (Zytovision, Clinisciences, Nanterre, France)
according to the manufacturer’s protocol. The tumor areas
exhibiting the strongest staining with ECD-Ab and/or ICD-
Ab were used for FISH. The FISH protocol, microscopic
observation, and data acquisition were as previously
described [15]. Signals were scored in at least 150 interphase
nuclei in 5 different tumor areas. Overlapping and disrupted
nuclei were not considered. We determined EGFR-CNG
caused by gene amplification or polysomy. Patients were
classified into 3 groups. (1) EGFR gene amplification
according to 1 of the following criteria: EGFR/CEN7 2 or
greater, gene cluster, or at least 15 copies of EGFR in at least
10% of cells [25]; (2) chromosome 7 polysomy (=3 CEN7
copies in >30% of cells) [20,21]; and (3) no EGFR-CNG:
samples without gene amplification or polysomy.

2.4, Extraction of genomic DNA

Tumor genomic DNA (gDNA) was extracted from 10 mg
samples of dewaxed paraffin tissue, using a QiaAmp DNA
microkit (Qiagen, Courtaboeuf, France), according to the
manufacturer’s recommendations. Samples were treated with
RNase to prevent RNA contamination, and the purified
gDNA was eluted in distilled water. The concentration and
purity of gDNA were estimated by spectrophotometry
(NanoDrop1000; Labtech, Palaiseau, France).

2.5. Analysis of mutations in EGFR, KRAS, and BRAF

The presence of mutations in EGFR exons 18 (p.G719X),
19 (deletion ELREA or other), 20 (insertion at the codon
S768 and p.T790M), and 21 (p.L858R and p.L861Q) was
determined by pyrosequencing. Briefly, 10 ng of gDNA was
amplified with biotinylated primers supplied in the Ther-
ascreen EGFR Pyro kit (Qiagen) following the manufac-

turer’s instructions. Pyrosequencing was performed in the
PyroMark Q24 System (Qiagen).

The mutation status of KRAS exon 2 and BRAF exon 15
was analyzed by high-resolution melting (HRM) in a 7500
FAST thermocycler (Life Technologies, Saint-Aubin, France).
For this, 20 ng of gDNA was amplified with the Melt Doctor
HRM Master Mix kit (Life Technologies) according to the
manufacturer’s protocol in the presence of 0.2 uM of primers
(Table 2). Enzymatic activation was at 95°C for 15 minutes,
and amplification involved 40 (KRAS) or 50 (BRAF) cycles (15
seconds at 96°C, 20 seconds at 56°C [KRAS] or 60°C [BRAF],
20 seconds at 72°C). At the end of amplification, a melt curve
was obtained by increasing the temperature of the sample by
0.1°C/s. Melt curves were analyzed with high-resolution
melting v2.0.1 software (Life Technologies). Samples with a
melting profile different from that of the wild-type control were
purified with NucleoSpin Gel and polymerase chain reaction
(PCR) Clean-up kits (Macherey Nagel, Hoerdt, France), and
their sequences were determined. The forward primer and the
Big Dye Terminator V1.1 kit (Life Technologies), according to
the manufacturer’s protocol, purification with a DyeEx 2.0 Spin
kit (Qiagen), and a Genetic Analyzer 3130XL (Life Technol-
ogies) were used. Four tumors were excluded from analysis
because they had been fixed in Bouin liquid, and one because
the tumor cell density was lower than 20%.

2.6. RNA extraction

After the histologic analysis of the frozen samples, 11 cases
were excluded from this analysis because of a tumor cell
density less than 20% caused by necrosis and/or intense
inflammatory reaction. Ten to 30 mg of frozen tumor tissue was
pulverized twice for 40 seconds at 6500 rpm in the presence of
CK14 ceramic beads in a Precellys 24 homogenizer (Ozyme,

Table 2  Oligonucleotides used for PCR amplification and
sequencing

Oligonucleotide Sequence 5’ to 3’

KRAS exon 2 TTATAAGGCCTGCTGAAAATG
forward

KRAS exon 2 CAAGATTTACCTCTATTGTTGGATCA
reverse

BRAF exon 15 TGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGA
forward

BRAF exon 15 TGTCTGGATCCATTTTGTGG

reverse

105



4

F. Projetti et al.

Saint Quentin Yvelines, France) with 600 uL RLT lysis buffer
(Qiagen; RNeasy mini kit) and 6 uL 2-mercaptoethanol
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). RNeasy
tissue kits (Qiagen) were used according to the manufacturer’s
protocol to purify the RNA. A DNase I digestion step was
included in each extraction to prevent contamination by gDNA.
RNA concentration and purity were estimated by spectropho-
tometry (NanoDrop ND1000; Labtech). RNA quality was
assessed by capillary electrophoresis (Bioanalyzer 2100;
Agilent Technologies, Massy, France).

2.7. EGFR mRNA assays by real-time reverse
transcriptase PCR

Complementary DNA was synthesized from 2 ug of total
RNA using the Transcriptor First Strand Complementary
DNA Synthesis kit (Roche, Boulogne-Billancourt, France)
and hexamer primers according to manufacturer’s protocol.
PCR primer sequences and locations were carefully selected to
amplify the sequences corresponding to EGFRv1, EGFRv2,
EGFRv3, EGFRv4, EGFRVIII, and hypoxanthine phosphor-
ibosyl transferase (HPRT) as previously described [15] and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
TATA box binding protein (TBP; Table 3). The melting
temperatures of the primer pairs were 58°C (vl, v2, v3, and
HPRT) and 60°C (v4, EGFRvII, GAPDH, and TBP).
Quantitative (v1, v2, v3, v4, HPRT, GAPDH, and TBP) and
qualitative (EGFRVIII) PCRs were performed on a Rotor
Gene thermocycler (Qiagen) using the Light Cycler Fast Start
DNA Master SYBR Green I kit (Roche). All targets were
amplified in the presence of 3 mM MgCl, and 0.2 uM (v4,
vIll), 0.25 uM (GAPDH), or 0.5 uM (vl, v2, v3, HPRT,
TBP) primers. The mRNAs were assayed using the AACt
method ([Ctsamplc - thalibrator]imerest gene [Ctsample -
thalibmtor]refercnce gene)a modified according to Pfaffl [26]a
with efficiency correction by the Rotor Gene Software
(Qiagen). Results are expressed in relative arbitrary units.
For each gene of interest, the values were normalized to those
for the 3 internal control genes: HPRT, GAPDH, and TBP.
Median values were used as cut-offs to define weak and strong
expression for each variant and for the sum of all variants.

2.8. Statistical analysis

StatView 5.0 (SAS Institute, Inc, Cary, NC) and R 2.10.1
(Department of Biometry and Evolutionary Biology, Lyon,

Table 3  Oligonucleotides used for reverse transcription PCR
amplification

Oligonucleotide

GAPDH exon 6 forward AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG
GAPDH exon 7 reverse GGCAGAGATGATGACCCTTTT
TBP exon 6 forward GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC
TBP exon 7 reverse TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG

Sequence 5’ to 3’

France) software were used for statistical analyses. Correla-
tions between quantitative variables were assessed using the
Spearman test. Fisher exact test was used to assess differences
between nominal variables. Means were compared using the
nonparametric Mann-Whitney test for pairs of variables and
the Kruskal-Wallis test for comparisons of more than 2
variables. PFS and OS were studied using the Kaplan-Meier
analysis, and PFS or OS medians were compared using the
nonparametric log-rank test. Multivariate Cox regression
analysis was used to examine the relative impact on outcome
of the variables with P < .20 in univariate analysis. Results for
which P < .05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Patient characteristics

Clinical and histologic features of the series are given in
Table 4. Fig. 1 illustrates ITAC histologic subtypes in the
series, according to the WHO classification [2], that is,
papillary, colonic, mucinous, or mixed. The prevalence of

Table 4 Clinical and histologic features

Histologic subtype

All Papillary Colonic Mucinous Mixed
m=39 m=3) @=23) m=4) @=9)

Median age (y; range, 50-87)

<68 20 1 14 2 3

>68 19 2 9 2 6
Sex

Male 37 3 22 4 8

Female 2 0 1 0 1
Localization

Ethmoid 37 2 22 4 9

Nasal 2 1 1 0 0

cavity

Wood dust exposure

Yes 35 2 21 4 8

No 4 1 2 0 1
Histologic vascular invasion

Yes 5 0 4 0 1

No 34 3 19 4 8
Tumor stage (T)

Tl 1 0 1 0

T2 18 3 11 1 3

s 12 0 7 1 4

T4 8 0 S 1 2
Surgical resection

Complete 35 3 21 3 8

Incomplete 4 0 2 1 1
Radiotherapy

Yes 38 3 23 4 8

No 1 0 0 0 1
Chemotherapy (cisplatin)

Yes 8 0 3 1 2

No 31 3 18 3 7
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Fig. 1
B, Colonic: glandular tumor structures and increased nuclear pleomorphism. C, Mucinous: numerous signet ring cells within an abundant
mucomyxoid matrix. D, Mixed (transitional): admixture of these patterns, for example, colonic and mucinous types.

ITAC histologic subtypes did not differ significantly ac-
cording to demographic or clinical characteristics.

3.2. IHC analysis of EGFR protein

IHC results are given in Table 5. Twenty-five cases
(64.1%), including 3 papillary, 14 colonic, 3 mucinous, and 5
mixed histologic subtypes, were positive with ECD-Ab and
ICD-Ab. The other 14 cases (35.9%) were negative with both
antibodies. The staining intensities obtained with ECD-Ab
and ICD-ADb were strongly correlated (P <.0001). In positive
cases, EGFR staining was heterogeneous. The protein ex-
pression was limited to tumor foci that were unevenly distri-
buted. In addition, positive foci showed variable staining
intensity that could be weak, moderate, or strong and were
often surrounded by negative tumor tissue (Fig. 2A). What-
ever the histologic subtype, at least 2 staining intensities
were observed within each positive tumor. Positive cells
always exhibited membrane labeling (Fig. 2B).

Histologic ITAC subtypes, according to the Barnes classification. A, Papillary: papillary architecture and minimal cytologic atypia.

Four tumors (10.3%) showed strong EGFR immunoreac-
tivity. All these cases corresponded to histologic colonic
subtypes. Tumor foci with strong ECD-Ab staining

Table 5 IHC results with anti-EGFR antibodies according to
staining intensity
ECD-Ab ICD-Ab pEGFR-Ab
(n = 39) (n = 39) (n=25)*"
Strong 4 4 0
Moderate 12 8 2L
Weak © 3 0
Negative 14 24 23

NOTE. ECD-Ab, ICD-Ab, and pEGFR-Ab are antibodies recognizing
the EGFR ECD and ICD and phosphorylated tyrosine 1068,
respectively.

# pEGFR-AD was used only with tumors positive for ECD-Ab and/
or ICD-Ab.

° Observed in 2 cases with high staining intensity with both ECD-
Ab and ICD-AD.
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overlapped with those with strong ICD-Ab staining (Fig. 2C
and D). Membrane staining was often associated with
cytoplasmic staining. In 2 of these 4 tumors, a pEGFR
protein was observed, restricted to tumor areas with strong
ECD-AD and ICD-Ab staining (Fig. 2E). In the remaining 21
EGFR-positive tumors, the staining was weak or moderate
(Fig. 2F), and no pEGFR was detected.

There was no relationship between EGFR staining and
demographic variables, wood dust exposure, or histologic
subtypes according to WHO classification and tumor stage.

3.3. FISH analysis of EGFR gene copy number

Interpretable FISH results were obtained for 36 cases.
Eighteen cases (50%) presented EGFR-CNG resulting from
EGFR gene amplification and/or chromosome 7 polysomy.
Gene amplification was, in all cases, restricted to tumor foci,
and there was no gene amplification in the surrounding
tumor tissue. In contrast, tumor cells with polysomy were
more evenly distributed throughout the tumor tissue. Three
cases (8.3%) presented an EGFR gene amplification
(Fig. 2G), and 2 of these 3 also had chromosome 7
polysomy. The other 15 cases (41.6%) had a chromosome
7 polysomy (Fig. 2H) without gene amplification. Interest-
ingly, in the 3 cases with EGFR amplification, tumor areas
identified by FISH to harbor the gene amplification coin-
cided with the areas with strong EGFR protein expression as
assessed by IHC. In 2 of these 3 cases, pEGFR protein was
restricted to tumor areas with gene amplification (Table 6). In
contrast, in tumors with polysomy without gene amplifica-
tion, the intensity of staining with ECD-Ab and ICD-Ab was
moderate, weak, or negative, and there was no pEGFR ex-
pression. There were no significant associations between the
presence of EGFR amplification or chromosome 7 polysomy
and demographic variables, wood dust exposure, histologic
subtype, or tumor stage.

3.4. EGFR, KRAS, and BRAF mutations

Among the 34 cases tested, only 1 (2.9%) had a mutation
in the sequence encoding the EGFR tyrosine kinase domain.
This mutation was a 15-base-pair deletion in exon 19,
corresponding to a S-amino-acid deletion referred to as
p.E746_A750del (c.2235del15). We did not find any of the
sought mutations in EGFR exons 18, 20, or 21.

The KRAS mutation p.G13D (c.38G>A) was present in 2
tumors (5.9%). No mutation was detected in codon 12 of

KRAS. BRAF mutations were observed in 2 wild-type KRAS
ITACs, one was p.V60OE (c.1799T>A) and the other was
p.D594G (c.1781A>G).

EGFR, KRAS, and BRAF mutations were mutually
exclusive and not observed in tumors with EGFR amplifi-
cation. There were no significant associations between
EGFR, KRAS, and BRAF mutations and histologic subtype
or tumor stage.

3.5. EGFRv1, EGFRv3, and EGFRv4 mRNAs

All tumors contained EGFRv1, EGFRv3, and EGFRv4
mRNAs, whereas only 2 contained EGFRv2 mRNA.
EGFRvl mRNA levels were strongly correlated with those
of EGFRv3 and EGFRv4 (P < .0001; Fig. 3A-C). The
EGFRvVIII mutant mRNA was not detected in any case. All
cases with EGFR gene amplification had strong expression
of total EGFR variant mRNAs (sum of EGFRv1, EGFRv3,
and EGFRv4 mRNAs expression levels; P = .05; Fig. 3D).
There were no significant associations between the expres-
sion level of any variant mRNA and demographic variables,
wood dust exposure, histologic subtype, or tumor stage.

3.6. Relationships with tumor PFS and 0S

At the time of analysis, the median PFS was 140.1 months
with 12 recurrences (30.8%), and the median survival was
92.5 months with 14 deaths (35.9%). OS was significantly
lower for patients with tumors with incomplete surgical resec-
tion (P = .002), histologically demonstrated vascular invasion
(P=.02), and strong expression of EGFRv1 mRNA (P =.03).
PFS and OS were not associated with demographic variables,
histologic subtype, tumor stage, EGFR protein overexpres-
sion, pEGFR expression, EGFR amplification, chromosome 7
polysomy, or the presence or absence of EGFR, KRAS, or
BRAF mutations. Multivariate Cox regression analysis con-
firmed that OS was significantly lower only for patients with
incomplete surgical resection of the tumors (P = .003).

4. Discussion

Intestinal-type sinonasal adenocarcinomas are rare and
aggressive tumors, sharing morphologic and THC features
with colorectal adenocarcinomas. In a series of 39 ITACs, we
studied gene expression, searched for mutations of genes

Fig. 2

IHC and FISH. A, Heterogeneity of EGFR protein expression with strong, moderate, weak, and negative stained areas (ICD-Ab). B,

Strong EGFR protein expression with membranous staining, with or without a cytoplasmic staining (ICD-Ab). C and D, Tumor focus with
strong ICD-AD staining (C) corresponding to those with strong ECD-Ab staining (D). E, pEGFR-Ab: staining scored as moderate (inset, higher
magnification). F, Staining with ECD-Ab scored as moderate (inset, higher magnification). G, EGFR gene amplification with numerous
EGFR clusters (closely spaced groupings of 4 or more green signals) per nucleus in at least 10% of the cells analyzed (Zytolight SPEC
EGFR/CENT Dual Color Probe). H, Chromosome 7 polysomy with 3 or more centromere 7 signals (red) per nucleus in more than 30% of
the cells analyzed (Zytolight SPEC EGFR/CEN7 Dual Color Probe). ECD-Ab, ICD-Ab, and pEGFR-AD: antibodies recognizing the EGFR

ECD, ICD, and phosphorylated tyrosine 1068, respectively.
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Table 6

Relationship between FISH and IHC findings for EGFR

FISH study of EGFR IHC study of EGFR

ECD-Ab ICD-Ab pEGFR-Ab?

- + ++ ++ - + ++ +++ - +
Amplification (n = 3) 0 0 0 3 0 0 0 3 1 2
2 <.0001 <.0001 .0002
Polysomy (n = 15) 3 4 8 0 7 2 6 0 12 0
12 .06 .06 .14
None® (n = 18) 9 5 4 0 15 1 2 0 9 0
2 .08 .04 26
Failed (n = 3) 2 0 0 1 2 0 0 1 1 0
All (n = 39) 14 9 12 4 24 3 8 4 23 2

NOTE. ECD-Ab, ICD-Ab, and pEGFR-AD are antibodies recognizing the EGFR ECD, ICD, and phosphorylated tyrosine 1068, respectively, according to

staining intensity: strong (+++), moderate (++), weak (+), and negative (—).

* pEGFR-Ab was used only for tumors positive for ECD-Ab and/or ICD-Ab (n = 25).

® Case without EGFR amplification or chromosome 7 polysomy.

involved in the signal transmission process, and analyzed the
patterns of EGFR protein expression.

IHC and FISH analysis revealed substantial tumor
heterogeneity. IHC evidenced EGFR expression in about

two-thirds of the cases and overexpression in 4 tumors.
EGFR-CNG was observed in half of our series, and gene
amplification was present in only 3 tumors. The different
EGFR expression patterns were not related to the histologic

A 37 EGFRvl mRNA B 37 EGFRvl mRNA

2,51

P <.0001

» EGFRv3 mRNA ° EGFRv4 mRN
0 -t T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T 1
0 5 1 15 2 25 3 3,5 4 0 25 D 75 1 125 15 1,78 2 225 25
C . EGFRv3 mRNA D ,_ SumEGFRvIv3v4 mRNAs
3,5 ® 8 ] -
3 1 77
257 P <.0001 6] 5 P=.05
5 =
5] o’ s o) . "
4 4
1,5 * O
31 0 o0 o median = 2,7 RAU
1 ° 1 o ~ o vO o o O
27 o
51 - 1] © oo
® EGFRv4 mRNA o
o +® T T T T T T T T T 1 0
0 25 5 75 1 125 15 475 2 225 25 V'S EGFR ampliﬁcation

Fig. 3  Analysis of EGFR mRNAs. A and B, EGFRvl mRNA levels were strongly correlated with those of EGFRv3 mRNA and EGFRv4
mRNA (P <.0001). C, EGFRv3 mRNA levels were also strongly correlated with those of EGFRv4 mRNA (P <.0001). D, Cases with EGFR
gene amplification had strong expression levels of EGFR variants as a whole (sum of EGFRv1, v3 and v4 mRNAs; P = .05).

110



EGFR expression in ITACs

9

subtype. When present, EGFR amplification was unevenly
distributed in the tumor tissue and restricted to small tumor
foci. IHC findings were similarly heterogeneous: protein
overexpression was limited to circumscribed areas, which
clearly stood out from the rest of the tumor. Interestingly,
tumor foci harboring EGFR amplification also overex-
pressed the EGFR protein. Thus, IHC, a straightforward
technique, could serve as a guide for FISH investigations. In
view of the heterogeneity of these tumors, the whole tumor
block should be assessed.

Itis likely that the overexpression involved the whole EGFR
receptor (HER1) because we obtained similar results with
antibodies directed against both the extracellular and the
intracellular domain. In 2 tumors, the presence of pEGFR
protein in the areas with protein overexpression and gene
amplification is consistent with the EGFR pathway being
activated. Conversely, in the tumors that did not express
pEGFR, the pathway may not be activated, but it cannot be
excluded that the intracellular tyrosine kinase domain could be
activated by phosphorylation at a site other than that recognized
by the pEGFR-ADb we used. Furthermore, additional mecha-
nisms of EGFR pathway activation, like heterodimerization of
EGFR with other tyrosine kinase receptors such as HER3, have
been described in other tumor types [27] and remain to be
explored in ITACs. Another important mechanism regulating
the EGFR pathway is the endocytic sorting of the receptor.
Upon ligand binding, EGFR is internalized and trafficked to
endosomes. Whether the receptor is recycled to the plasma
membrane—and thus immediately able to reactivate EGFR
signaling—or transported to lysosomes for degradation de-
pends on the nature of the ligand [28]. Consequently, the
involvement of the EGFR pathway in ITAC oncogenesis could
also depend on the ability of various ligands to induce receptor
recycling rather than degradation. Regarding the IHC data, the
internalization of the receptor could explain the cytoplasmic
staining that can be observed in certain cells in association with
the membrane staining.

In contrast to gene amplification, tumor cells with
chromosome 7 polysomy were more evenly distributed in
the tumor tissue, and there was no relationship with EGFR
protein expression as visualized by IHC. In these cases,
pEGFR was not detected. Gene amplification and chromo-
some polysomy are 2 different biological mechanisms that
both lead to EGFR-CNG. Oncogene amplification is a
crucial step in malignant transformation and could be
involved in secondary resistance to therapy [15,29].
Polysomy reflects an intrinsic chromosomal instability in
tumor cells and does not have the same biological
significance regarding prognosis and response to therapy
[29]. Therefore, clinical and pathologic investigations should
aim to distinguish between these cytogenetic abnormalities.

In addition to their morphologic similarities, ITACs and
colorectal adenocarcinomas share common alterations of the
EGFR pathway. In our series, 8.3% and 41.6% of cases
showed EGFR amplification and chromosome 7 polysomy,
respectively. This is consistent with the literature on ITACs

(amplification in 8%-14% and polysomy in 33%-46% of
cases) [20,21] and on colorectal adenocarcinomas (6%-51%
amplification and at least 30% polysomy) [30]. Moreover,
these 2 tumor types seem to share similar EGFR patterns:
focal distribution of EGFR gene amplification with the zones
of EGFR protein overexpression overlapping these foci
[31,32]. Genetic intratumor heterogeneity has been reported
in advanced colorectal carcinoma [33] and may contribute to
treatment failure and drug resistance [34]. In our series,
tumor subclones with EGFR amplification and protein over-
expression were observed in advanced tumor stages (T3 or
T4), but the predictive value of these abnormalities remains
to be explored in ITACs.

EGFR gene mutations were rare in our series. We found a
mutation in only 1 of 34 cases, an exon 19 deletion. This
observation agrees with previous reports for both ITACs [21]
and colorectal adenocarcinomas [10]. Such EGFR mutations
are more frequent in lung adenocarcinomas [9]. To our
knowledge, our study is the first to report the noninvolve-
ment of the EGFRvIII mutant in the oncogenesis of ITACs.
This is also a characteristic of colorectal adenocarcinoma
[12], contrasting with other tumor types [11]. The low
frequency of KRAS and BRAF mutations in our series (5.9%
each, in 4 different tumors) is in agreement with the literature
[19,21,22]. KRAS and BRAF mutations are more frequent in
colorectal adenocarcinomas and occur in about 30% and
12% of such cases, respectively [8,35].

In our study, multivariate analysis identified only the
extent of the surgical resection as a prognostic factor regard-
ing OS, as previously described [3]. In agreement with Garcia
et al [21], we did not find any significant association between
the molecular markers tested and either OS or PFS.

In conclusion, our study revealed various EGFR expres-
sion patterns in ITACs and thereby indicates tumor
heterogeneity. FISH analysis of EGFR amplification should
be guided by IHC and should, in particular, distinguish
between amplification of the EGFR gene and chromosome 7
polysomy, a different mechanism of EGFR-CNG with a
different biological significance. In addition to their
morphologic similarities, ITACs and colorectal adenocarci-
nomas share common alterations of the EGFR pathway (ie,
EGFR amplification, EGFR protein overexpression, the
absence of involvement of EGFRvIII mutants, and low
frequencies of EGFR mutations); the major difference lies in
the lower frequency of KRAS and BRAF mutations in
ITACs. These observations suggest that it may be beneficial
to assess anti-EGFR-targeted therapies in further preclinical
and clinical studies.
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Annexe 2.

Exemple d’'un ITAC avec une polysomie des chromosod et 17 (FISH x1000, Laboratoire de

Cytogénétique, CHU Limoges).

Cing ITACs présentant une polysomie du chromosonunt7été étudiés en FISH sur les mémes
sections tissulaires avec des sondes ciblant f@sooeeres des chromosomes 12 et 17 respectivement
révélées par un signal rouge et bleu (CEP 12 Spa€@Qrange DNA Probe et CEP 17 D17Z1
SpectrumAqua Probe ; Vysis, Abbott, Rungis, Fran€es cing tumeurs présentaient une polysomie
(au moins trois signaux centromériques dans pllg0d® des noyaux analysés) du chromosome 12, et

trois d’entre elles présentaient aussi une polysamichromosome 17.
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Etude de I'expression de 'EGFR et des mutations déRAS et BRAF dans
les adénocarcinomes naso-sinusiens de type inteatin

Les adénocarcinomes naso-sinusiens de type irdeg¢klilPACs) sont des tumeurs rares, définies
par leur ressemblance morphologique avec les adéinomes colorectaux (CCRs). Leur potentiel
de récidive loco-régional en fait des tumeurs danmais pronostic. lépidermal growth factor
receptor (EGFR) est un récepteur tyrosine kinase impligagsd’oncogenese de nombreux cancers
comme les CCRs. Son implication dans I'oncogenésdTACs est suspectée.

Dans une premiére série de 39 cas, nous avong degliexpressions protéique et génique de
'EGFR, le nombre de copies du géne et son statuationnel, ainsi que celui d€RASet BRAF
Dans une seconde série de 72 cas, nous avons BR@EFR sur le plan protéique et génique, ainsi
que MET et HER2, deux autres récepteurs parfoiateraction avec 'lEGFR.

L'expression protéique de 'EGFR était fréquente ¥7 des cas). L’amplification deHGFR était
rare (6 % des cas) et focale. Elle s’accompagriaitedsurexpression protéique, a l'inverse de la
polysomie du chromosome 7, elle-méme fréequente¥d4@es cas). Les mutations dEGFR de
KRASet BRAF étaient rares. La surexpression protéique (3+MEd était observée dans 17 % et
celle de HER2 dans 3 % des tumeurs. Aucune tumeprésentait d’amplification AdET.

Le stade tumoral, la qualité d’exérése et certaispects histologiques avaient une valeur
pronostique contrairement aux marqueurs molécugla@tedies.

Les patients atteints de ce type d’adénocarcinaraesxpriment 'lEGFR et présentent rarement
des mutations dKRASou deBRAF, pourraient faire I'objet d’essais cliniques aws thérapies
ciblées anti-EGFR.

EGFR ; MET ; HERZ2 ; immunohistochimie ; amplificati ; adénocarcinomes naso-sinusiens de type
intestinal

Epidermal growth factor receptor expression andKRAS and BRAF
mutations in sinonasal intestinal-type adenocarcinmas

Sinonasal intestinal-type adenocarcinomas (ITAQ® ancommon tumors, defined by their
morphological similarities to colorectal adenocaothas (CCRs). Due to their high potential for
locoregional recurrence, these tumors are of poogrosis. The epidermal growth factor receptor
(EGFR) is a tyrosine kinase receptor involved i@ eimcogenesis of many cancers such as CCRs. Its
involvement in ITACs oncogenesis is suspected.

In a series of 39 ITACs, we firstly investigated E&protein and mRNA expressidaGFR gene
copy number, an€EGFR KRAS BRAF mutational status. Secondly, in a series of 720%Awe
investigated EGFR protein expressi®@GFR gene copy number, and MET and HERZ2, two others
receptors which may interact with EGFR.

In our series, ITACs frequently expressed EGFR gwmot(75% of the casesEGFR gene
amplification was rare (6% of the cases) and foGane amplification was associated with protein
overexpression. In contrast, polysomy of chromosd@meas frequent (49% of the cases) but not
related to protein overexpression. MutationE@FR KRASandBRAF were rare. MET and HER2
protein overexpression (3+) was observed in 17%3&dof the tumors respectively. No tumor had
MET amplification.

Advanced tumor stage, incomplete surgical resecimhsome histological features such as solid
or mucinous components were associated with pagmnasis. None of the studied molecular markers
significantly influenced the prognosis.

Patients with this type of adenocarcinomas thatesgpEGFR and rarely have mutation&RAS
or BRAFgenes might benefit from therapeutic trials withi-£GFR targeted therapies.



