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Résumé 

 
 

La carcinogenèse est un phénomène qui entraine des altérations génétiques et 

épigénétiques induisant des changements cellulaires et structuraux en influençant la 

communication et la signalisation cellulaire. Ces modifications génétiques et leurs 

accumulations agissent sur le dérèglement de : la différenciation, la division et de la mort 

cellulaire. La pratique comprend ses différentes techniques : La macroscopie qui est la 

description détaillée des lésions. L'histologie c’est l’étude microscopique des coupes de tissus 

colorées. L'immuno-histochimie consiste à localiser grâce à un anticorps spécifique les 

protéines dans les cellules dans le but : de rechercher le type histologique de la tumeur, sa 

nature (primitive ou secondaire), l'origine de la métastase et la recherche des facteurs de 

prolifération ainsi que les facteurs prédictifs de la réponse aux traitements. Enfin, la biologie 

moléculaire qui participe aux progrès des diagnostics et des traitements. Dans ce travail, 

l’étude cellulaire et moléculaire d’un adénocarcinome pulmonaire montre que la thérapie 

ciblée avec les inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est 

destinée à des patients atteints d’un cancer du poumon non à petites cellules primitif et 

métastasique et qui ont des mutations au niveau des gènes de l’EGFR avec un dérèglement 

dans leurs voies de signalisation. 

Mots clés : Adénocarcinome pulmonaire, Carcinogénèse, Cancer, Métastase, Tumeur. 



 

Abstract 

Carcinogenesis is a phenomenon that causes genetic and epigenetic alterations 

inducing cellular and structural changes by influencing communication and cell signaling. 

These genetic modifications and their accumulations act on the deregulation of: 

differentiation, division and cell death. The practice includes its different techniques: 

Macroscopy, which is the detailed description of the lesions. Histology is the study of stained 

tissue sections under a microscope. Immunohistochemistry consists of locating proteins in 

cells using a specific antibody in order to: find the histological type of the tumour, its nature 

(primary or secondary), the origin of the metastasis and the search for proliferation factors as 

well as predictive factors of response to treatment. Finally, molecular biology, which 

contributes to the progress of diagnostics and treatments. In this work, the cellular and 

molecular study of pulmonary adenocarcinoma shows that targeted therapy with epidermal 

growth factor receptor (EGFR) inhibitors is intended for patients with primary non-small cell 

lung cancer and metastatic and which have mutations in EGFR genes with a disruption in 

their signaling pathways. 

Keywords: Lung adenocarcinoma, Carcinogenesis, Cancer, Metastasis, Tumour. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 



 

 ملخص

على  ي تأثرتال و التي تحفز التغيرات الخلوية والهيكليةتغيرات وراثية وما فوق جينية  طن هو ظاهرة تسببالتسر

 .هذه التعديلات الجينية وتراكمها تعمل على تعطيل: التمايز والانقسام وموت الخلايا ،الإشاراتمسارات  الخلوي و تحاورال

دراسة أقسام  هي. علم الأنسجة تلفجهري وهو الوصف التفصيلي للمختلفة: الفحص المتقنيات  تطبيقيالالجانب شمل ي

ي الخلايا باستخدام جسم الكيمياء الهيستولوجية المناعية من تحديد موقع البروتينات ف مكنتحت المجهر. ت لونةالأنسجة الم

خبيث والبحث عن لاورم ال( وأصل النوع النسيجي للورم وطبيعته )أولي أو ثانوي من أجل: العثور على خصصمضاد م

الذي يساهم في تقدم التشخيص  ،. وأخيراً علم الأحياء الجزيئيلعوامل التنبؤية للاستجابة للورمعوامل التكاثر بالإضافة إلى ا

والعلاج. في هذا العمل ، تظُهر الدراسة الخلوية والجزيئية لسرطان الغدة الرئوية أن العلاج الموجه بمثبطات مستقبلات 

غير صغيرة والذين لديهم طفرات في ال الخلايا مخصص للمرضى المصابين بسرطان الرئة الأولي ذي شرةعامل نمو الب

  .مع اضطراب في مسارات الإشارات الخاصة بهم تامثبطال ههذ جينات

 .الورم ،خبيث التسرطن، سرطان ، ورم ، سرطان الغدة الرئويةالكلمات المفتاحية: 
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Introduction 

 
 

La carcinogenèse est un processus en plusieurs étapes entraîné par des dommages 

génétiques et épigénétiques induits par les cancérogènes, ces modifications génétiques 

comprennent: des mutations dans les gènes qui contrôlent la prolifération, la mort cellulaire et 

la réparation de l'ADN. Par conséquent, les spectres de mutation des cancérogènes chimiques 

et physiques dans ces gènes critiques sont intéressants pour définir les mécanismes de 

mutation endogènes et exogènes (Harris, 1991; Oliveira et al., 2007a). 

La communication de cellule à cellule joue un rôle essentiel pendant le développement 

et la progression de la tumeur, permettant aux cellules cancéreuses de reprogrammer non 

seulement le microenvironnement tumoral environnant, mais également les cellules situées à 

des sites distants. La diaphonie entre les cellules néoplasiques et les éléments accessoires, tels 

que les cellules immunitaires et stromales, favorise plusieurs processus nécessaires à la 

progression et à la dissémination tumorale, tels que l’angiogenèse, l’échappement 

immunitaire, la transition épithéliale-mésenchymateuse, l’invasion et la multirésistance aux 

médicaments. Il existe plusieurs moyens par lesquels les cellules communiquent entre elle, 

soit par des interactions cellulaires directes via des récepteurs membranaires et des ligands, 

soit en libérant des molécules solubles, telles que des facteurs de croissance, des cytokines et 

des chimiokines. Une compréhension de la communication cellule-cellule est importante pour 

comprendre ces événements séquentiels qui mènent à un cancer (Chiodoni et al., 2019; 

Brücher and Jamall, 2014). 

En général, les cellules normales ont une forme régulière et ellipsoïde tandis que les 

cellules cancéreuses sont souvent irrégulières et profilées. Une adhérence réduite dans les 

cellules cancéreuses peut entraîner une désorganisation et une propagation cellulaire, moins 

de contacts cellule-cellule, ainsi qu'une apparence générale chaotique à la population 

cellulaire. En revanche, les cellules normales se développeront sous la forme d'une couche 

uniforme de cellules avec de nombreuses connexions étroites entre les cellules voisines. Les 

cellules cancéreuses présentent également souvent des modifications cellulaires et 

structurales, par exemple : la taille du réticulum endoplasmique et des mitochondries est 

souvent diminuée, l'appareil de Golgi est sous-développé et le nombre de peroxysomes 

augmente. Cependant, le cancer est caractérisé par diverses altérations moléculaires ainsi que 

de multiples profils cliniques (lukylee, 2017; Jin et al., 2019). 
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La biologie moléculaire et la génétique ont permis de préciser les altérations 

génétiques qui agissent précisément sur les éléments de régulation de la différenciation, de la 

division et de la mort cellulaire. Les cancers naissent de cellules au départ saines et 

fonctionnelles qui sont devenues anormales suite à l’accumulation d’altérations dans leur 

patrimoine génétique (Moreau, 2006). 

Le traitement clinique standard comprend la chimiothérapie, la thérapie chirurgicale et 

la radiothérapie. Malheureusement, la résection chirurgicale échoue souvent à enlever 

complètement la tumeur, qui est la principale cause de récidive postopératoire et de métastase, 

entraînant un taux de mortalité élevé, c'est pourquoi la recherche en oncologie s'efforce de 

trouver de nouvelles thérapies efficaces qui peuvent atténuer les effets secondaires critiques 

causés par les traitements conventionnels. Différentes technologies sont actuellement en cours 

d'évaluation dans des essais cliniques ou ont déjà été introduites dans la pratique clinique, 

comme : les thérapies avec les anticorps, les cellules T de récepteur d’antigène chimérique 

(CAR T-cells), les mitochondries ou même avec les inhibiteurs du récepteur du facteur de 

croissance épidermique (EGFR) qui ont introduit le concept de thérapie ciblée pour le 

traitement du cancer du poumon non à petites cellules. Ces agents semblent plus efficaces 

chez les patients atteints de tumeurs fortement dépendantes des voies de signalisation de 

l'EGFR (Gerber, 2008; Pucci et al., 2019a; Liao et al., 2021). 

Le présent travail comprend : 

Une première partie comportant une recherche bibliographique riche de données 

scientifiques du sujet abordé dans ce thème et est partagée en deux chapitres qui sont: les 

propriétés cytologiques du tissu cancéreux et les bases moléculaires du cancer. 

Une deuxième partie consacrée à l’expérimentation, elle définit le matériel et les méthodes 

utilisés et les résultats obtenus lors du stage pratique réalisé au sein du centre anti-cancer 

Annaba (CAC) dans le cadre de notre projet de fin d’étude en biologie moléculaire et 

cellulaire. 

Enfin une conclusion qui reprend les points importants de chaque chapitre et se 

termine par une suggestion d’autres travaux pour l’avenir. 
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1. Les caractères généraux de la cellule cancéreuse 

Un objectif majeur de la recherche sur le cancer est de comprendre comment 

contrecarrer les mécanismes qui sous-tendent la capacité des cancers à tuer le patient ou, en 

d'autres termes, à être malins. À cette fin, la complexité déroutante de nombreuses propriétés 

interdépendantes des cancers a été distillée il y a 10 ans en six altérations essentielles de la 

physiologie cellulaire qui dictent collectivement la croissance maligne (Lazebnik, 2010) : 

1- Une capacité à se propager (métastaser) à d'autres régions du corps: Les cellules 

normales restent dans la zone du corps où elles appartiennent. Les cellules cancéreuses 

(car elles n'ont pas les molécules d'adhésion qui causent l'adhérence) sont capables de 

se déplacer vers d'autres régions du corps. Une fois qu'elles atteignent une nouvelle 

région, elles commencent à se développer (formant des tumeurs très éloignées de la 

tumeur d'origine) (Gopinadh, 1970). 

2- Une autosuffisance en signaux de croissance: Cependant, la prolifération de la plupart 

des cellules cancéreuses n'est pas sensible à l'inhibition dépendante de la densité. Plutôt 

que de répondre aux signaux qui provoquent l'arrêt de la prolifération des cellules 

normales et leur entrée en G0, les cellules tumorales continuent généralement de croître 

à des densités cellulaires élevées en culture, imitant leur prolifération incontrôlée in 

vivo (Cooper, 2000). 

3- Une insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance (anti croissance) : en plus de la 

capacité caractéristique d'induire et de maintenir des signaux de stimulation de 

croissance à action positive, les cellules cancéreuses doivent également contourner des 

programmes puissants qui régulent négativement la prolifération cellulaire ; bon 

nombre de ces programmes dépendent de l'action des gènes suppresseurs de tumeurs. 

Des dizaines de suppresseurs de tumeurs qui agissent de diverses manières pour limiter 

la croissance et la prolifération cellulaires ont été découverts grâce à leur inactivation 

caractéristique dans l'une ou l'autre forme de cancer animal ou humain ; nombre de ces 

gènes ont été validés en tant que suppresseurs de tumeur de bonne foi grâce à des 

expériences de gain ou de perte de fonction chez la souris. Les deux suppresseurs de 

tumeur prototypes codent pour les protéines RB (retinoblastoma-associated) et TP53 

(Hanahan and Weinberg, 2011). 

4- Une signalisation proliférative excessive peut déclencher la sénescence cellulaire : 

Les premières études sur l'action des oncogènes ont encouragé l'idée qu'une expression 

toujours croissante de ces gènes et des signaux manifestés dans leurs produits protéiques 
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entraînerait une prolifération des cellules cancéreuses et donc une croissance tumorale accrue. 

Des recherches plus récentes ont sapé cette notion, dans la mesure où une signalisation 

excessivement élevée par des onco-protéines telles que RAS, MYC et RAF peut provoquer 

des réponses antagonistes des cellules, en particulier l'induction de la sénescence cellulaire 

et/ou de l'apoptose (Hanahan and Weinberg, 2011). 

5- Un potentiel de réplication illimité : Les cellules deviennent normalement sénescentes 

après un nombre fixe de divisions et sont incapables de continuer partage. En culture, 

les cellules humaines sont limitées à 50-70 divisions, bien que la plupart meurt avant 

d'avoir épuisé ce potentiel. Cette limitation empêche de nombreuses tumeurs de grossir 

assez pour être vues sans microscope. Les expériences montrent, cependant, que les 

cellules peuvent acquérir un nombre illimité de potentiel de réplication. De telles 

cellules sont dites immortelles (Abbott et al., 2006). 

6- Une angiogenèse soutenue : Les cellules ne peuvent pas survivre à des distances de 

plus de 100 Am environ de l'approvisionnement en sang. Malgré ce fait, les cellules 

sont normalement incapables d'induire l'angiogenèse (nouvelle croissance capillaire). 

Sans une telle croissance, les tumeurs peuvent croître seulement à environ 0,5 mm 

, l’importance de l'angiogenèse dans la tumorigenèse a été étudiée depuis le début des 

années 1970 et a abouti à des essais cliniques de plusieurs inhibiteurs de l'angiogenèse 

(Abbott et al., 2006). 

 
   1.1 Les modifications du noyau 

À quelques exceptions près, les noyaux des cellules normales ont une forme ellipsoïde 

avec des contours lisses; en revanche, de nombreuses cellules cancéreuses sont facilement 

identifiables (Figure 01) par une taille nucléaire accrue, des contours nucléaires irréguliers et 

une distribution de la chromatine perturbée, faisant de la morphologie nucléaire l'un des 

marqueurs cancéreux les plus anciens et les plus couramment utilisés. Le contour nucléaire 

irrégulier des cellules cancéreuses est principalement le résultat de rainures, de 

circonvolutions et d'invaginations de l'enveloppe nucléaire. Bien que les changements 

caractéristiques de la morphologie nucléaire des cellules cancéreuses soient bien documentés, 

leur cause et leur conséquence restent incertaines. Fait intéressant, la morphologie nucléaire 

irrégulière des cellules cancéreuses présente souvent une ressemblance frappante avec les 

formes nucléaires anormales observées dans les cellules dépourvues ou exprimant des 

protéines d'enveloppe nucléaire mutantes (Denais and Lammerding, 2014). 
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 1.2 Les modifications du cytoplasme 

De nouvelles structures apparaissent ou des structures normales disparaissent. 

L'accumulation d'ARN ribosomal et messager dans le cytoplasme le rend basophile. Les 

cellules malignes ont une petite quantité cytoplasmique, souvent avec des vacuoles (Baba 

and Câtoi, 2007). 

• L'invasion ou les métastases dans des environnements étrangers peuvent exposer les 

cellules tumorales à l'hypoxie, au stress oxydatif, au manque de signaux de croissance, à un 

approvisionnement insuffisant en acides aminés, à la privation de glucose et à l'acidose 

lactique, qui posent tous des défis pour le traitement des protéines dans les urgences. 

Ensemble, ces conditions peuvent favoriser l'accumulation de protéines mal repliées dans le 

RE pour provoquer un stress ER, qui active ensuite la réponse protéique dépliée (UPR) 

(Oakes, 2020). 

La diminution du réticulum endoplasmique granulaire des cellules tumorales se produit de 

manière concomitante avec une augmentation des ribosomes et des polysomes libres, ce qui 

montre une production accrue de protéines nécessaires au processus de croissance cellulaire 

(Baba and Câtoi, 2007). 

• L'appareil de Golgi dans les cellules malignes est généralement peu développé, ce qui 

implique une corrélation positive avec l'absence de différenciation des cellules tumorales 

(Baba and Câtoi, 2007). 

Le Golgi modifié, transporte et sécrète des protéines une fois qu’elles se détachent du 

mécanisme de synthèse des protéines de la cellule. Les cellules cancéreuses surproduisent 

souvent certaines protéines telles que la cyclooxygénase-2 (COX-2) qui s'accumulent dans le 

Golgi. Les scientifiques pensent que cette accumulation de protéines pourrait déclencher le 

suicide cellulaire, mais ils ne connaissent pas le moment précis et les mécanismes impliqués 

(Cassiday, 2013). 

• Les mitochondries diminuent de volume avec le développement de la tumeur. Les 

mitochondries présentent une grande variabilité de forme et de volume, et d'énormes 

mitochondries peuvent parfois être observées. Des processus de glycolyse anormaux se 

produisent dans les membranes mitochondriales (Baba and Câtoi, 2007). 

Les mitochondries ne sont pas seulement des centrales électriques dans certaines cellules 

cancéreuses, mais également des régulateurs dynamiques de la vie, de la mort, de la 

prolifération, du mouvement et de la souche dans d'autres types de cellules cancéreuses. 

Semblables aux cellules qui les hébergent, les mitochondries sont capables de s’adapter aux 
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conditions tumorales, et probablement d’évoluer vers des «mitochondries oncogènes» 

capables de transférer des capacités malignes aux cellules receveuses. Dans la quête plus large 

des modulateurs métaboliques du cancer (Grasso et al., 2020). 

 
 

 

Figure 01 : L’observation microscopique des cellules cancéreuses (Montanaro et al., 2008). 

a: Cellules de cancer du sein humain cultivées in vitro visualisées à l'aide du microscope à 

phase de contraste. b: Coupe histologique du carcinome du côlon humain coloré avec H&E. c: 

Visualisation au microscope électronique du nucléole d'une cellule TG (lignée cellulaire 

établie à partir d'un cancer de la trompe de Fallope humain) après coloration à l'uranium et au 

plomb.d: cellule TG, après coloration spécifique de la protéine AgNOR, au niveau de la 

microscopie électronique. e : Même préparation qu'en d, mais visualisée au microscope 

optique. f et g : coupes histologiques de deux carcinomes mammaires humains, colorées pour 

les protéines AgNOR. 

 
1.3 Les modifications de la membrane 

Les cellules cancéreuses sont entourées d'une membrane fluide-mosaïque qui fournit 

une barrière structurelle hautement dynamique avec le microenvironnement, les structures et 

les mobilités des constituants membranaires après transformation et au cours de la progression 

et les métastases. Des informations plus récentes ont montré l'importance des domaines 

membranaires spécialisés (Nicolson, 2015). 
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• Augmentation ou diminution du nombre de récepteurs de surface, modifiant la 

sensibilité des cellules aux mécanismes de régulation de l'hôte (Baba and Câtoi, 2007). 

• Des changements structurels de protéines ou de récepteurs de surface qui ne 

réagissent plus avec le ligand correspondant (Baba and Câtoi, 2007). 

• Présence de nouvelles molécules de surface, caractéristiques du tissu embryonnaire, 

qui sont cachées à la surface des cellules adultes (Baba and Câtoi, 2007). 

 
1.4 Les modifications du stroma 

Le stroma tumoral se compose principalement de la membrane basale, des 

fibroblastes, de la matrice extracellulaire, des cellules immunitaires et du système vasculaire 

(Figure 02). Bien que la plupart des cellules hôtes du stroma possèdent certaines capacités de 

suppression des tumeurs, le stroma changera au cours de la malignité et finira par favoriser la 

croissance, l'invasion et les métastases. Les changements stromaux au front d'invasion 

incluent l'apparition de fibroblastes associés au carcinome (Bremnes et al., 2011). 

 
 

Figure 02: La composition du microenvironnement stroma tumoral (Werb and Lu, 2015). 

 
 

2. Les modifications biochimiques et fonctionnelles 

Les cellules répondent aux caractéristiques biochimiques et biomécaniques de la 

matrice extracellulaire (ECM). Ces réponses (par exemple, prolifération, apoptose, migration 

et différenciation) sont cruciales pour la santé à tous les niveaux. Les cellules cancéreuses 

partagent de nombreuses propriétés réactives des cellules saines. Cependant, elles diffèrent 
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des cellules normales parce que leurs réponses à l'ECM sont souvent dérégulées et qu'elles 

présentent une résistance aux médicaments et la capacité de former des tumeurs récurrentes 

(Yoshii et al., 2016). 

 
3. Les anomalies métaboliques 

Les cellules cancéreuses présentent de profondes altérations métaboliques, ce qui leur 

permet de répondre aux besoins métaboliques associés à une prolifération accrue et à des 

facettes supplémentaires de la malignité, une telle transformation métabolique est orchestrée 

par les changements génétiques qui entraînent la tumorigenèse, c'est-à-dire l'activation 

d'oncogènes et/ou la perte de gènes onco-suppresseurs, et en outre façonnée par des signaux 

environnementaux, tels que la concentration en oxygène et la disponibilité des nutriments 

(Sciacovelli et al., 2014). 

L'anomalie métabolique la plus connue des cellules cancéreuses est l'effet Warburg, 

qui démontre une augmentation glycolyse même en présence d'oxygène (Wu and Zhao, 

2013). 

Le profil métabolique observé dans les cellules cancéreuses comprend souvent une 

consommation accrue de glucose et de glutamine, une glycolyse accrue, des changements 

dans l'utilisation des isoformes d'enzymes métaboliques et une augmentation de la sécrétion 

de lactate (Coller, 2014). 

Lorsqu’il est devenu évident que des anomalies dans les chromosomes et 

éventuellement des gènes individuels causaient le cancer, le modèle « métabolique » du 

cancer a perdu une grande partie de son attrait, alors même que les technologies émergentes 

exploitaient cliniquement l'effet Warburg pour détecter les tumeurs in vivo (Deberardinis, 

2008). 

 
4. Les étapes de la cancérogenèse 

La modélisation du processus de cancérogénèse comporte différentes étapes 

(Figure 03). 

 
4.1 L’initiation 

L'initiation est un phénomène rapide, irréversible et transmis aux cellules filles, la 

prolifération cellulaire est essentielle à cette étape, si la division cellulaire se produit avant 

que les systèmes de réparation de l'ADN puissent agir alors la lésion devient permanente et 
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irréversible. L'initiation est un processus additif, le développement néoplasique dépend de la 

dose cancérigène, l'augmentation de la dose augmente l'incidence et la multiplicité des 

néoplasies résultantes et réduit la période de latence de sa manifestation. Toutes les cellules 

d'un organisme vivant exposées à un agent initiateur ne seront pas initiées même si elles ont 

subi des mutations, et les gènes qui régulent la différenciation terminale doivent également 

être mutés (Oliveira et al., 2007b). 

Des cellules initiées spontanément existent dans tous les organismes vivants, 

l'initiation peut commencer par des mutations spontanées, soutenues par des événements 

normaux tels que la dépurination et la désamination de l'ADN. Des erreurs dans la réplication 

de l'ADN sont également associées à l'initiation ; bien que l'initiation spontanée soit moins 

fréquente que l'initiation induite, son existence a été confirmée par la survenue de néoplasies 

spontanés chez les animaux de laboratoire (Oliveira et al., 2007b). 

4.2 La promotion 

L'étape de promotion n'implique pas de changements moléculaires dans la structure de 

l'ADN mais plutôt des changements dans l'expression du génome, des études moléculaires de 

cette étape ont montré qu’elle a été principalement concernée par la méthode de transduction 

d'informations à partir de signaux environnementaux vers le génome avec ses expressions. De 

nombreux agents promoteurs chimiquement définis médiatisent leurs effets grâce aux 

molécules réceptrices (Pitot, 1993). 

 
4.3 La progression 

L'hétérogénéité génétique dans une population cellulaire promue se produit lorsque la 

population cellulaire initiée ou mutée est étendue pendant la promotion et atteint d'autres 

dommages génétiques. Ceci est attribué à un agent médié ou spontané concernant des 

changements irréversibles et progressifs. Dans l'étape de progression, un phénotype 

néoplasique est atteint en raison de moyens génétiques et épigénétiques. Ici, la prolifération 

est un processus autonome malgré la présence ou l'absence de stimuli liés à la progression. 

Elle est illustrée par l'irréversibilité, l'instabilité génétique, la production de facteurs de 

croissance, l'invasion, les métastases et les altérations de la biochimie, du métabolisme et 

morphologie des cellules perturbées (Chahar et al., 2020). 
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Figure 03 : Les étapes de la cancérogenèse (Vauzour, 2021). 

 
 

4.4 L’angiogenèse 

L'angiogenèse est un processus en plusieurs étapes, qui implique l'activation, la 

prolifération et la migration dirigée des cellules endothéliales pour former de nouveaux 

capillaires à partir des vaisseaux existants (figure 04) (Grant et al., 1994). 

Une nouvelle croissance du réseau vasculaire est importante, car la prolifération ainsi que la 

propagation métastatique des cellules cancéreuses dépendent d'un apport adéquat en oxygène 

et en nutriments et de l'élimination des déchets. De nouveaux vaisseaux sanguins et 

lymphatiques se forment par des processus appelés angiogenèse et lymphangiogenèse 

(Nishida et al., 2006). 

L'angiogenèse germinative peut ajouter des vaisseaux sanguins à des portions de tissus 

auparavant dépourvues de vaisseaux sanguins. D'autre part, l'angiogenèse intussusceptive 

implique la formation de vaisseaux sanguins par un processus de division dans lequel des 

éléments de tissus interstitiels envahissent les vaisseaux existants, formant des piliers 

tissulaires transvasculaires qui se dilatent. On pense que les deux types d'angiogenèse se 

produisent dans pratiquement tous les tissus et organes (Adair and Montani, 2010). 
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Figure 04 : L’angiogenèse tumorale (HONTAAS, 2014). 

A partir de quelques millimètres cubes la tumeur ne peut plus se développer sans oxygène et 

les cellules en hypoxie vont produire du VEGF pour stimuler l’angiogénèse tumorale. Dès 

lors, la tumeur vascularisée va pouvoir assurer la nutrition des cellules qui la composent, 

même les cellules périphériques, et poursuivre sa croissance. 

 
4.5 La métastase 

La métastase signifie la dissémination des cellules cancéreuses d'un organe à un autre 

qui n'est pas directement reliée au site primaire. La métastase a un rôle crucial dans le 

pronostic des patients cancéreux. Au premier stade de la métastase, les cellules cancéreuses se 

détachent de la tumeur primaire et se disséminent dans le tissu, ensuite, les cellules 

cancéreuses pénètrent dans les canaux vasculaires ou lymphatiques. La survie des cellules 

tumorales circulantes (CTC) à l'intérieur des canaux lymphatiques ou sanguins est essentielle 

pour que les métastases établissent une micro-métastase. Enfin, les cellules cancéreuses 

s’extravasent à travers la paroi du vaisseau et prolifèrent sur le site secondaire. Pour chaque 

étape, de nombreuses voies de signalisation sont impliquées (Figure 05) (Irani, 2019). 
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Figure 05 : La vue d'ensemble de la cascade métastatique: Les cinq étapes clés de la 

métastase comprennent l'invasion, l'intravasation, la circulation, l'extravasation et la 

colonisation (Fares et al., 2020). 

 
5. La perturbation de la division et de la différenciation 

La dérégulation du cycle cellulaire sous-tend la prolifération cellulaire aberrante qui 

caractérise le cancer, et la perte de contrôle des points de contrôle du cycle cellulaire favorise 

l'instabilité génétique. Au cours des deux dernières décennies, la génétique du cancer a 

montré que des mutations hyperactivantes dans les réseaux de signalisation de croissance, 

couplées à la perte de fonction des protéines suppresseurs de tumeurs, entraînent la 

prolifération oncogène. La machinerie du cycle cellulaire, qui agit comme un point 

d'intégration pour les informations transmises par les réseaux de signalisation en amont, 

représente une cible alternative pour les interventions diagnostiques et thérapeutiques 

(Williams and Stoeber, 2012). 

 
5.1 Le cycle cellulaire 

La plupart des cellules du corps passent par un cycle de vie dans lequel leurs 

informations génétiques sont conservées, fixées et transmises aux cellules filles par un 

processus hautement coordonné et régulé. Cependant, au cours de ce cycle cellulaire 

(Figure 06), il existe de nombreuses situations où des erreurs sont commises par le cycle ou 

par un système de régulation qui fait proliférer la cellule de manière incontrôlable, conduisant 

au cancer. Les cellules somatiques sont les mieux connues pour ce cycle cellulaire et passent 
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par 2 phases principales appelées interphase et mitose. Pendant l'interphase, certaines 

subdivisions sont importantes pour la division cellulaire et la maintenance du matériel 

génétique. Les subdivisions se composent de G1, S et G2. Les cellules peuvent également 

entrer dans une 4ème phase connue sous le nom de G0 lorsque la cellule est destinée à mourir 

et à ne plus se diviser (Mercadante and Kasi, 2021). 

 

Figure 06: Les phases du cycle cellulaire (Benribague, 2016). 

 
 

5.2 Le contrôle de cycle cellulaire 

Plusieurs contrôles sont effectués au cours du cycle cellulaire, pour vérifier que toutes 

les conditions sont réunies pour pouvoir progresser dans ce cycle. Il existe trois points de 

contrôle: 

1- un système de contrôle vérifie les conditions environnementales et en particulier l’état 

de l'ADN génomique à la fin de la phase G1 avant la phase de réplication de l'ADN 

ou phase S; la division cellulaire peut être stoppée en cas de dommage important et 

les systèmes de réparation de l'ADN mis en jeu; ce point du cycle est appelé « point 

de non-retour » ou « point R » (R pour restriction); la cellule s'engagera de façon 

irréversible vers la phase S de Synthèse d'ADN une fois franchi ce point R; puisque 

certaines cellules devront s'orienter vers l'apoptose , il y aura encore deux possibilités: 

« division ou suicide ». 

2- Avant l'entrée en mitose, une vérification de la réplication de l'ADN est faite à la 

fin de la phase G2, cet autre contrôle est appelé « point T » (T pour transition). 



Chapitre I : Les Propriétés Cytologique Du Tissu Cancéreux 
 

 
14  

 

3- Au cours de la métaphase de la mitose (M), avant la séparation des chromosomes et la 

division des deux noyaux-fils, une vérification de l'attachement des chromosomes au 

fuseau cellulaire est indispensable. La régulation positive et négative du cycle 

cellulaire se fait au niveau de ces points de contrôle, en particulier par des régulateurs 

extracellulaires (facteurs de croissance) (Étienne and Clauser, 2004). 

 
5.3 La mort cellulaire programmée 

La mort cellulaire, la survie, la prolifération et la différenciation représentent des 

processus fondamentaux de la vie, elle joue un rôle central dans le développement 

embryonnaire, en maintenant l'homéostasie de l'organisme et en éliminant les cellules 

endommagées. La mort cellulaire a été initialement divisée en trois types (Figure 07) la mort 

cellulaire de type I (apoptose), la mort cellulaire de type II (autophagie) et la mort cellulaire 

de type III (nécrose) (Yan et al., 2020). 

 

 

 

Figure 07 : La différence entre l’apoptose et la nécrose (Carmaux, 2008). 
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1. Les altérations génétiques 

Les altérations génétiques, ou mutations, sont omniprésentes dans les cellules 

cancéreuses, des mutations dans les séquences d'ADN peuvent entraîner une modification 

de l'expression et / ou de la fonction des protéines. Il existe différents types de mutations 

qui peuvent être liés au développement du cancer, et ces mutations se produisent via 

divers mécanismes, y compris des insultes extrinsèques et des défauts intrinsèques (Jain 

et al., 2021). 

 
2. Les gènes impliqués 

La liste actuelle des gènes cancéreux connus comprend 70 gènes associés à des 

mutations germinales et 342 gènes associés à des mutations somatiques. De manière 

générale, cependant, les mutations dans deux classes de base de gènes - les proto- 

oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs - sont eux qui conduisent au cancer (Chin 

and Gray, 2008). 

Les gènes dont les produits protéiques stimulent ou améliorent la division et la 

viabilité des cellules, y compris ceux qui contribuent à la croissance tumorale en inhibant 

la mort cellulaire. Les versions normales d'un gène du premier groupe sont appelées proto- 

oncogènes. Les versions mutées ou autrement endommagées de ces gènes sont appelées 

oncogènes, les gènes du deuxième groupe sont appelés suppresseurs de tumeurs ou anti 

oncogènes (Pawaiya et al., 2011). 

 
   2.1 Les proto-Oncogènes 

Les proto-oncogènes sont des gènes cellulaires normaux qui régulent la croissance 

et la différenciation cellulaire. Ils codent souvent pour des produits tels que des facteurs de 

croissance et leurs récepteurs, des régulateurs du cycle cellulaire, des protéines de liaison 

à l'ADN, des facteurs de transcription, des protéines kinases impliquées dans la 

transduction du signal, etc. Lorsqu'ils sont « activés » par surexpression ou mutation, les 

proto-oncogènes sont appelés oncogènes (Zachary, 2017). 

Les proto-oncogènes peuvent être classés en de nombreux groupes différents sur la 

base de leur fonction normale dans les cellules ou sur la base d'une homologie de 

séquence avec d'autres protéines connues. Ainsi, des proto-oncogènes ont été identifiés à 

tous les niveaux de cascades de transduction de signaux variés qui contrôlent la 

croissance, la prolifération et la différenciation cellulaires (Pawaiya et al., 2011). 
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    2.1.1 Les classes des oncogènes 

Les oncogènes codent pour des protéines qui contrôlent les processus cellulaires 

tels que la prolifération et l'apoptose. Parmi ces protéines, on trouve des facteurs de 

transcription, des remodeleurs de chromatine, des facteurs de croissance, des récepteurs de 

facteurs de croissance, des transducteurs de signaux et des régulateurs d'apoptose 

(Botezatu et al., 2016a). 

En fonction des onco-protéines pour lesquels ils codent, les oncogènes sont répartis 

en 6 grandes classes: 

1- Les facteurs de croissance (assurent une boucle de régulation autocrine), comme les 

proto-oncogènes codant pour les protéines de la famille FGF (fibroblast growth factor). 

2- Les récepteurs transmembranaires de facteurs de croissance, comme : le proto- 

oncogène erbB code pour le récepteur à l’EGF (epidermal growth factor). 

3- Les G-protéines ou protéines membranaires liant le GTP, par exemple : proto- 

oncogènes de la famille rase. 

4- Les tyrosines protéine-kinases membranaires. 

5- Les protéine-kinases cytosoliques. 

6- Les protéines à activité nucléaire : contrôlent la transcription de gènes cibles en 

interagissant avec l’ADN, comme le proto-oncogène erbA codant pour le récepteur aux 

hormones thyroïdiennes, les proto-oncogènes fos, jun et c-myc (Cooper, 2000). 

 
    2.1.2 L’activation des oncogènes 

Plusieurs événements peuvent être responsables de l’activation des proto-ocogènes 

en oncogènes dont : 

a) Les mutations ponctuelles : 

Dans une séquence codante pour un proto-oncogéne aboutissant à une 

modification fonctionnelle de l’onco-protéine : 

Les mutations faux-sens : entraînant le remplacement d’un acide aminé par un 

autre, sont capables d’activer des proto-oncogènes, en touchant par un site catalytique 

(Boumaaza, 2021). 

La délétion : les délétions peuvent parfois entraîner une activation anormale si 

elles touchent une région régulatrice, ce qui aboutit le plus souvent à une perte de fonction 

(Boumaaza, 2021). 
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b) L’amplification: 

Outre les mutations ponctuelles entraînant des substitutions d'acides aminés, un 

proto-oncogène peut être activé par des altérations chromosomiques. Parmi les anomalies 

chromosomiques les plus importantes, il y a l'amplification génique, qui est une 

augmentation du nombre de copies pour une région chromosomique spécifique. La 

conséquence de l'amplification des fragments chromosomiques est associée à la 

surexpression du ou des gènes amplifiés et est une caractéristique du cancer (Botezatu et 

al., 2016b). 

c) Les réarrangements chromosomiques : 

Les cellules cancéreuses présentent habituellement de multiples anomalies 

chromosomiques, celles que l’on rencontre dans les tumeurs sont des anomalies 

chromosomiques spécifiques et des modifications aléatoires non spécifiques. Les 

réarrangements chromosomiques peuvent permettre le rapprochement entre les exons de 

deux gènes distincts, pour former un nouveau gène chimère (Donnai and Read, 2008). 

d) L’intégration virale : 

La réplication virale seule n’est pas suffisante pour l’induction tumorale, les 

éléments viraux qui contrôlent la réplication ont une forte influence sur ces étapes. La 

capacité d’infecter plusieurs fois un grand nombre de cellules dans le tissu cible augmente 

la probabilité qu’une insertion provirale se produise à proximité d’un gène impliqué dans 

le contrôle de la croissance (Coffin et al., 1997). 

 
2.2 Les gènes suppresseurs de tumeur 

Les gènes suppresseurs de tumeurs sont des gènes importants qui agissent dans 

le génome pour réguler plusieurs fonctions cellulaires. Ces gènes peuvent être 

largement classés en fonction de leur rôle dans la croissance cellulaire / progression du 

cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, les mécanismes de réparation de l'ADN et 

d'autres fonctions de signalisation cellulaire cruciales telles que l'induction de 

l'apoptose. Sans gènes suppresseurs de tumeurs fonctionnels il existe un risque élevé 

de croissance cellulaire dérégulée qui est un mécanisme bien connu pour le 

développement de cancers (Joyce et al., 2021). 

L'extraordinaire accumulation récente de connaissances sur ces gènes révèle 

que la carcinogenèse normale représente la rupture des processus normaux de 

régulation (Lee, 1992). 
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  2.2.1 L’inactivation des gènes suppresseurs de tumeur 

Les gènes suppresseurs de tumeurs sont inactivés par divers mécanismes. Étant 

donné qu'un allèle mutant d'un gène suppresseur de tumeur est récessif pour la 

transformation maligne cellulaire, la mutation est héréditaire, et les mutations de la lignée 

germinale des gènes suppresseurs de tumeur sont bien caractérisées (Ishizaki, 1995). 

 
2.3 Les gènes de réparation 

Bien que les informations originales sur la réparation de l'ADN et les gènes 

responsables aient été largement dérivées d'études sur des bactéries et des levures, plus de 

125 gènes directement impliqués dans la réparation de l'ADN ont maintenant été identifiés 

chez l'homme et leur séquence d'ADNc établie. Ces gènes fonctionnent dans un ensemble 

diversifié de voies qui impliquent la reconnaissance et l'élimination des lésions de l'ADN, 

la tolérance aux dommages de l'ADN et la protection contre les erreurs d'incorporation 

commises lors de la réplication ou de la réparation de l'ADN. Des gènes supplémentaires 

affectent indirectement la réparation de l'ADN, en régulant le cycle cellulaire (Ronen and 

Glickman, 2001). 

Des mutations dans les gènes de réparation de l'ADN du groupe de réparation par 

excision des nucléotides (NER), mutations affectant les gènes de réparation des 

mésappariements (MMR) et plusieurs autres (Figure 08) sont à l’origine de syndromes 

cancéreux héréditaires. En tant que mécanisme alternatif à la mutation génétique, un 

système de réparation de l'ADN peut être inactivé ou diminué en efficacité par des 

mécanismes d'inactivation de gène épigénétique affectant les gènes de réparation de 

l'ADN (Lahtz and Pfeifer, 2011). 

 
3. Les télomères 

Les télomères maintiennent l'intégrité génomique dans les cellules normales, et 

leur raccourcissement progressif au cours des divisions cellulaires successives induit une 

instabilité chromosomique (Jafri et al., 2016). 

La fonction de base des télomères est de protéger les extrémités des chromosomes 

contre la dégradation et la perte d'informations génétiques. Les télomères protègent 

également les chromosomes contre la recombinaison anormale, la fusion chromosomique 

(empêche les aberrations chromosomiques, y compris les translocations, les duplications 
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et les délétions), ou leur dégradation à la suite d'une attaque d'exonucléase (Trybek et al., 

2020). 
 

 

 

 
 

Figure 08: Les voies de réparation de l'ADN (Kiwerska and Szyfter, 2019). 

MMR, réparation des discordances; TLS, réparation de l'ADN par translesion; RR, 

réparation par recombinaison; NHEJ, assemblage d'extrémité non homologue; HR, 

recombinaison homologue; FA, anémie de Fanconi. 

 
 

5.1 L’activation de la télomèrase 

À chaque division cellulaire, la longueur des télomères est réduite d'environ 50 à 

200 pb principalement parce que le brin retardé de la synthèse d'ADN est incapable de 

répliquer l'extrémité 3 'extrême du chromosome, ce qui est désigné comme un problème 

de réplication finale. Lorsque les télomères deviennent suffisamment courts, les cellules 

entrent dans un arrêt de croissance irréversible appelé sénescence cellulaire. Dans les 

cellules cancéreuses, la longueur des télomères est continuellement construite et 

raccourcie d'une manière régulée (Figure 09) qui maintient l'homéostasie de la longueur 

des télomères et conserve la fonctionnalité des télomères. L’allongement des télomères est 

principalement réalisé par l'action d'une transcriptase inverse spécialisée appelée 

télomérase et parfois par recombinaison homologue (HR) (Jayaraman and Muthusamy, 

2016). 
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Figure 09 : La longueur des télomères est continuellement construite et raccourcie 

d'une manière régulée (Shay, 2016). 

 
4. La perturbation de la signalisation cellulaire 

Il existe de nombreuses voies de signalisation différentes qui contribuent au 

développement et à l'homéostasie cellulaire. Dans les maladies, en particulier le cancer, 

les composants du développement de ces voies deviennent souvent mutés ou surexprimés, 

provoquant un dérèglement de la signalisation cellulaire (Harvey, 2019). 

 
     4.1 Le gène Ras 

Les gènes ras humains (Nras, Hras et Kras) codent pour des petites GTPases 

étroitement apparentées possédant une taille moléculaire d'environ 21 KDa. Les protéines 

Ras fonctionnent comme des commutateurs moléculaires dans des cascades de 

transduction de signaux contrôlant la prolifération, la différenciation ou l'apoptose 

cellulaire. Comme pour toutes les protéines G, la fonction des produits protéiques du gène 

ras est contrôlée par un cycle GDP/GTP régulé. Chacun des trois proto-oncogènes ras 

humains peut donner naissance à un oncogène transformant via des mutations d'une seule 

paire de bases. Des mutations au niveau des codons 12, 13 ou 61 dégradent 

considérablement la capacité de GTPase des protéines Ras mutantes résultantes, qui sont 

ainsi rendues constitutivement actives et capables de transformer des cellules de 

mammifères (Jose and Eugenio, 2002). 
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Le gène Ras est surexprimé dans 30 à 40% des cas de carcinome thyroïdien, plus 

de 50% des carcinomes du côlon et 90% des carcinomes pancréatiques, ce qui confirme le 

rôle principal de Ras dans la transduction du signal cellulaire et la tumorigenèse. Par 

conséquent, l'inhibition de l'activité de la protéine Ras peut empêcher la transduction du 

signal cellulaire, qui est l'une des cibles les plus importantes pour la conception de 

médicaments anticancéreux (Weinmann and Ottow, 2007). 

 
4.2 Le gène EGFR (Epidermal growth factor receptor) 

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) fait partie d'une 

importante voie de transduction du signal transmembranaire dans les cellules épithéliales 

humaines et une expression modifiée de la protéine EGFR où une amplification génique 

se produit dans un certain nombre de tumeurs solides, y compris le cancer de l'œsophage. 

La signalisation médiée par l'EGFR est cruciale pour la prolifération cellulaire, ainsi que 

pour la progression du cancer, y compris l'angiogenèse tumorale, les métastases et la 

résistance des cellules cancéreuses à l'apoptose (LIN et al., 2015). 

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et ses trois protéines 

apparentées sont des récepteurs tyrosine kinases qui jouent des rôles essentiels à la fois 

dans des conditions physiologiques normales et dans des conditions cancéreuses. Lors de 

la liaison de ses ligands, des changements conformationnels dynamiques se produisent 

dans les domaines extracellulaires et intracellulaires des récepteurs tyrosine kinases, 

entraînant la transphosphorylation des résidus tyrosine dans le domaine de régulation C- 

terminal. Ceux-ci fournissent des sites d'amarrage pour les molécules en aval et 

conduisent à l'évasion de l'apoptose, à la prolifération, à l'invasion et aux métastases, qui 

sont tous importants pour le phénotype du cancer. Une mutation dans le domaine tyrosine 

kinase du gène EGFR a été trouvée dans un sous-ensemble de cancers du poumon en 

2002. Les cancers du poumon avec une mutation EGFR sont très sensibles aux inhibiteurs 

de la tyrosine kinase EGFR. Ici, nous passons en revue la découverte de l'EGFR, la voie 

de transduction du signal EGFR et les mutations du gène EGFR dans les cancers du 

poumon et les glioblastomes. La signification biologique de ces mutations et leur relation 

avec d'autres gènes activés dans les cancers du poumon sont également discutées 

(Mitsudomi and Yatabe, 2010). 
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5. Les stratégies thérapeutiques programmées 

La recherche oncologique s'efforce de trouver de nouvelles thérapies efficaces qui 

peuvent atténuer les effets secondaires critiques causés par les traitements conventionnels. 

Différentes technologies sont actuellement en cours d'évaluation dans des essais cliniques 

ou ont déjà été introduites dans la pratique clinique. Alors que la nanomédecine contribue 

au développement de matériaux biocompatibles tant à des fins diagnostiques que 

thérapeutiques (Pucci et al., 2019). 

 
    5.1 L’utilisation des anticorps 

Au cours des trente dernières années, diverses formes de traitements dérivés des 

anticorps monoclonaux ont été utilisées en clinique dans un effort pour capitaliser sur le 

potentiel de la thérapie ciblée. Les anticorps sont extrêmement polyvalents en tant que 

plates-formes pour le développement de nouvelles thérapies, ce qui a abouti à une grande 

diversité d'approches. La découverte d'antigènes spécifiques de tumeurs ciblables a 

alimenté l'intérêt pour la conception d'immunothérapies. Lors de l'émergence des AcM, on 

a pensé que leur utilisation pour cibler les antigènes des cellules tumorales pourrait être un 

traitement plus efficace et moins toxique que la chimiothérapie traditionnelle. En 1988, les 

scientifiques ont identifié une protéine, CD20, qui était spécifique des cellules B matures. 

Le CD20 s’est avéré être abondamment exprimé sur les cellules B cancéreuses dans le 

lymphome non hodgkinien, mais pas sur les cellules B immatures saines. Par conséquent, 

un traitement AcM ciblant le CD20 pourrait éliminer les cellules cancéreuses, mais les 

cellules B immatures resteraient pour reconstituer l'approvisionnement en cellules saines. 

Ainsi, le CD20 est devenu la première cible pour la thérapie AcM. En ciblant les antigènes 

identifiés comme surexprimés sur les cellules tumorales solides, davantage de AcM ont 

depuis démontrés leurs efficacités en tant que thérapies anticancéreuses. Aujourd'hui, les 

AcM dirigés vers des cibles telles que la croissance épidermique EGFR et HER2 voient 

une large utilisation dans la clinique pour le traitement des cancers colorectal et du sein 

respectivement (Zahavi and Weiner, 2020). 
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5.2  L’utilisation de l’immunité à médiation cellulaire (Thérapie CAR T-Cell) 

La thérapie cellulaire par récepteur d'antigène chimérique (CAR)-T est un nouveau 

pilier révolutionnaire dans le traitement du cancer. Bien que le traitement avec les cellules 

CAR-T ait produit des réponses cliniques remarquables avec certains sous-ensembles de 

leucémies à cellules B ou de lymphomes, de nombreux défis limitent l'efficacité 

thérapeutique des cellules CAR-T dans les tumeurs solides et les hémopathies malignes 

(Sterner and Sterner, 2021). 

Dans cette stratégie, les propres cellules T d'un patient sont génétiquement 

modifiées pour exprimer un récepteur synthétique qui se lie à un antigène tumoral. Les 

cellules CAR T sont ensuite développées pour une utilisation clinique et réinjectées dans 

le corps du patient pour attaquer et détruire le cancer résistant à la chimiothérapie. Des 

réponses cliniques spectaculaires et des taux élevés de rémission complète ont été 

observés dans le cadre de la thérapie CAR T des tumeurs malignes des cellules B. Cela a 

abouti à deux approbations récentes par la FDA de cellules CAR T dirigées contre la 

protéine CD19 pour le traitement de la leucémie lymphoblastique aiguë et du lymphome 

diffus à grandes cellules B. Ainsi, les cellules CAR T sont sans doute l'un des premiers 

exemples réussis de biologie synthétique et de thérapie cellulaire personnalisée contre le 

cancer à devenir disponibles dans le commerce (Feins et al., 2019). 

 
5.3  Les mitochondries comme cible dans le traitement du cancer 

Étant donné que les cellules cancéreuses présentent divers degrés de 

dysfonctionnements mitochondriaux tels que des changements dans le métabolisme 

énergétique, un potentiel transmembranaire accru et une génération élevée de ROS, ces 

changements offrent la possibilité de cibler préférentiellement les mitochondries des 

cellules cancéreuses et d'améliorer la sélectivité thérapeutique. De plus, il a été démontré 

que l'ADNmt est une cible importante de plusieurs médicaments anticancéreux qui 

interagissent avec l'ADN, et que les mitochondries déterminent l'efficacité de cette classe 

de médicaments anticancéreux. Plusieurs approches ont été développées comme moyens 

possibles pour tuer sélectivement les cellules cancéreuses en fonction de leur 

dysfonctionnement mitochondrial et de leurs altérations métaboliques (Wen et al., 2013). 

On observe depuis longtemps que les cellules cancéreuses dépendent davantage de 

la glycolyse pour générer de l'ATP et utilisent activement certains intermédiaires 

métaboliques glycolytiques pour la biosynthèse. L'hexokinase II (HKII) est une enzyme 
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glycolytique clé qui joue un rôle dans la régulation de la mort cellulaire apoptotique 

déclenchée par les mitochondries. En tant qu'inhibiteur puissant de l'hexokinase, le 3- 

bromopyruvate (3-BrPA) est connu pour inhiber le métabolisme énergétique des cellules 

cancéreuses et déclencher la mort cellulaire, supposément par épuisement de l'ATP 

cellulaire. L'étude actuelle a montré que le 3-BrPA provoquait une modification covalente 

de la protéine HKII et déclenchait directement sa dissociation des mitochondries, 

conduisant à une libération spécifique du facteur induisant l'apoptose (AIF) des 

mitochondries vers le cytosol et éventuellement à la mort cellulaire. La co- 

immunoprécipitation a révélé une interaction physique entre HKII et AIF. En utilisant un 

peptide compétitif de HKII, nous avons montré que la dissociation de l'hexokinase II des 

mitochondries seule pouvait provoquer la mort cellulaire apoptotique, en particulier dans 

les cellules rho (0) déficientes en mitochondries qui expriment fortement HKII. Fait 

intéressant, la dissociation de HKII elle-même n'a pas affecté directement le potentiel de 

la membrane mitochondriale, la génération de ROS et la phosphorylation oxydative. 

L'association physique entre HKII et AIF est importante pour la localisation normale de 

l'AIF dans les mitochondries, et la perturbation de ce complexe protéique par le 3-BrPA 

conduit à leur libération des mitochondries et à la mort cellulaire éventuelle (Chen et al., 

2009). 

 

  5.4 La thérapie virale oncolytique : utilisation de virus ciblant les tumeurs pour traiter     

le    cancer 

La virothérapie oncolytique est un traitement utilisant un virus qui peut se 

répliquer pour tuer les cellules cancéreuses. Il existe de nombreuses espèces de virus, mais 

toutes ne peuvent pas être conçues pour être un virus oncolytique (OV) ; Les 

caractéristiques typiques de ces VO doivent inclure le fait d'être non pathogènes, la 

capacité de cibler et de tuer les cellules cancéreuses, et la capacité d'être transformés pour 

exprimer des facteurs tueurs de tumeurs par des méthodes de génie génétique. La 

sélectivité tumorale pourrait être liée au niveau d'entrée cellulaire médiée par les 

récepteurs, aux réponses antivirales intracellulaires ou aux facteurs de restriction qui 

déterminent la susceptibilité de la cellule infectée qui conduit à l'expression et à la 

réplication du gène viral (Cao et al., 2020). 

La thérapie OV repose sur un processus en deux parties consistant à infecter 

sélectivement les cellules tumorales, puis à induire une activité antitumorale par la 
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libération d'antigènes tumoraux et la stimulation immunitaire (Cook and Chauhan, 

2020). 

                Les virus interagissent avec des récepteurs spécifiques de la surface cellulaire.   

Comme les cellules tumorales surexprimaient ces protéines par rapport aux cellules normales, 

le virus infectera probablement la cellule tumorale (Xie and Zheng, 2019). 

Après liaison au récepteur de surface cellulaire, le virus est internalisé par endocytose ou 

fusion membranaire, libère son génome dans la cellule. La réplication et l'expression des 

gènes viraux varient selon le type de virus. 

                Elle peut avoir lieu entièrement dans le cytoplasme cellulaire (comme pour le virus 

de la stomatite vésiculeuse), ou dans le noyau et le cytoplasme (comme pour l'adénovirus). 

Dans les deux cas, l'expression des gènes viraux et la synthèse des protéines virales dépendent 

largement de la machinerie cellulaire. L'expression et la réplication des gènes viraux 

déclenchent des défenses antivirales cellulaires, telles que l'apoptose, qui est souvent 

inactivées dans les cellules tumorales. L'expression de protéines virales conduira 

éventuellement à une lyse à médiation immunitaire des cellules infectées. La lyse est dirigée 

par les cellules T CD8+, qui reconnaissent les épitopes peptidiques viraux qui sont présentés 

par les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I à la surface de 

la cellule infectée. En outre, la lyse peut être déclenchée en raison d'une quantité écrasante de 

bourgeonnement et de libération de virions descendants de la surface cellulaire, ou par 

l'activation de l'apoptose au cours de la réplication virale et de l'expression génique (Xie and 

Zheng, 2019). 
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Matériel et Méthodes 

 
 

La partie pratique a été effectuée au niveau des trois laboratoires : Histologie, 

Immuno-histochimie et Biologie moléculaire, dirigé par Pr. Yassi Fatiha, au sein de centre 

anti-cancer (CAC) du centre hospitalo-universitaire ‘CHU’ « IBN ROCHD », Annaba. 

Dans le cadre de notre thème PFE intitulé étude cellulaire et moléculaire d’un tissu 

cancéreux, il a été proposé par les cadres médicaux du CAC de choisir un type précis d’un 

cancer, de poursuivre les étapes de diagnostic, d’études histologiques, immunologiques et 

moléculaires ainsi que les perspectives thérapeutiques possibles. Afin d’atteindre l’objectif de 

notre travail et d’avoir le maximum de connaissances sur le cancer, le choix du tissu 

cancéreux était en faveur du cancer pulmonaire. 

Toutes les techniques citées dans cette partie expérimentale sont décrites dans un 

protocole pratique employé par le personnel des laboratoires indiqués ci-dessus, il s’agit du 

même protocole utilisé par (TICEM, 2014). 

 
1. Le registre d’Anapath 

A l’issue de la chirurgie toute pièce opératoire extraite et envoyée d’emblée au service 

d’Anapath pour qu’elle soit analysée afin d’établir un diagnostic. On désigne par pièce 

opératoire tout ce qui est ablaté lors de la chirurgie (tumeur + tissus sains qui l’entourent, 

ganglions, etc...). Toutes les informations obtenues doivent être mentionnées dans le registre 

d’Anapth : 

 Le numéro de prélèvement 

 Le nom et prénom du patient 

 L’âge 

 Le service où les échantillons ont été prélevés 

 Le type de prélèvement/le diagnostic 

 Le nom du technicien et du maître assistant 

 

2. L’étude cellulaire d’un tissu cancéreux 

2.1 La fixation des échantillons 

Tout échantillon ou organe doivent être fixés avec le formol aldéhyde (Figure 10) (8 L 

d’eau /1L de formol). 
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    2.2 L’étude macroscopique 

 C’est le médecin clinicien qui est appelé à fournir les renseignements nécessaires pour 

bien repérer les lésions. Dans les cas complexes le chirurgien adresse la pièce enlevée 

avec des indications de repérage topographique. L’encre de chine (Figure 11) est utilisée 

pour maquer les berges de la tumeur réséquée (Figure 12), ce dernier ne nuit pas à l’étude 

histologique mais permet de mesurer exactement la distance entre la tumeur et sa limite 

chirurgicale. 

 L’examen macroscopique doit être bien détaillé car non seulement c’est une étape 

essentielle pour l’étude de la pièce opératoire qui est : examinée, mesurée, pesée, palpée 

puis disséquée mais aussi il donne des indications pour le pronostic de la maladie et 

permet de trancher les zones à prélever pour l’étude microscopique. Quant aux restes de la 

pièce opératoire, ils sont conservés pendant des jours ou des semaines dans le formol 

aldéhyde pour qu’ils soient réutilisés en cas de nécessité de prélèvements 

complémentaires. 

 Après avoir disséqué la pièce opératoire, les échantillons sont mis dans des cassettes 

(Figure 13) qui sont identifiées par le numéro de prélèvement avec un crayon. Ces 

dernières sont plongées durant 18h dans un automate de déshydratation de tissus 

(Figure 14) qui dispose de douze stations : 1 bac de formol, 7 bacs d’éthanol 100%, 2 bacs 

de xylène et 2 bacs de paraffine. Le contenu change de station chaque 1h30. 

 

 
 

Figure 10 : La pièce opératoire après fixation avec le formol (TICEM, 2014). 
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Figure 11 : Les outils utilisés pour le marquage. 

 

 
 

Figure 12 : Le marquage de la pièce opératoire avec l’encre de chine (TICEM, 2014).



Matériel Et Méthodes 
 

 
29  

 

 
 
 

Figure 13 : Les casettes d’inclusion. 
 

 
 

Figure 14 : L’automate de déshydratation de tissus. 

 
 

2.3 L’histologie 

  2.3.1 L’imprégnation et l’inclusion 

Après traitement des tissus, les échantillons sont inclus et bien entassés au fond des 

moules (Figure 15), celles-ci sont remplies avec de la paraffine liquide à l’aide d’un appareil 

d’inclusion (Figure 16), ensuite recouvertes avec des cassettes de façon à ce que l’échantillon 

soit confiné entre le moule et la cassette, après on les laisse refroidir (Figure 17). 

L’inclusion   consiste à réorienter convenablement le fragment tissulaire dans le sens 

de la coupe. 
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Figure 15 : Les moules à inclusion. 
 

 

Figure 16 : Le remplissage des moules par la paraffine liquide. 
 

 

 

Figure 17 : Le refroidissement des moules. 
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    2.3.2    Le dégrossissement 

Cette étape se fait par l’enlèvement de l’excès de la paraffine. 

 
 

    2.3.3    La coupe 

Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé grâce à un microtome 

(Figure 18), on obtient des rubans de 3 à 5 microns d’épaisseur, on trempe ces derniers dans 

l’eau et on les récupère avec une lame, après avoir bien positionné le ruban, on laisse la lame 

sécher (Figure 19). 

On écrit la référence sur la lame avec un crayon diamant. 
 

 

Figure 18 : Le microtome. 
 

 

Figure 19 : Le séchage des lames. 

 
 

    2.3.4    Le déparaffinage 

Les lames sont mises dans des porte lames puis introduites dans l’étuve à 120° 

pendant 30 minutes (on rajoute du temps si on baisse la température). 
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2.3.5 La coloration 

Après le déparaffinage, les lames sont déposées dans le porte lames et le tissu est 

coloré (Figure 20) selon ces différentes étapes : 

1- Xylène        2 bacs/5minutes pour chaque bac 

2- Alcool 2 bacs/5minutes pour chaque bac 

3- L’eau du robinet          5 minutes 

4- Emallume Mayer        5 minutes 

5- Rinçage avec l’eau du robinet 

6- Eosine 5 minutes 
 

 

Figure 20 : La coloration manuelle des lames. 

 
 

2.4    La cytologie 

   2.4.1    En cas de prélèvement liquide et de cytoponction 

Dans le cas de cytoponction : après l’enregistrement des informations, le prélèvement 

se fait à l’aide d’une pipette puis versé dans un tube qui sera ensuite mis dans la 

centrifugeuse, on obtient un culot qu’on étale directement sur la lame et on la laisse se sécher, 

la coloration est appliqué 24H après. 
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2.4.2 La coloration 

1- Emallume pendant 3 minutes 

2- Rinçage 

3- Eosine pendant 3 minutes 

4- Rinçage 

5- Passage alcool dans deux bains 

6- Un bain (mélange entre xyléne et acétone) 

7- Passage xyléne 

 
 2.5     Le montage 

Sous la hotte, on trempe la lame dans le xyléne, puis on la colle avec la lamelle avec 

‘ Eukitt’ (Figure 21). 

 

Figure 21 : Le montage des lames avec l’Eukitt. 

 
 

    2.6       Le rangement des lames 

Ranger les lames avec les bans selon le matricule dans le cahier de partage pour 

donner les résultats aux patients. A l’intérieur on écrit le nom du médecin et le matricule. 

 
   2.7        L’observation 

Avec le microscope, le médecin observe les lames et précise l’endroit, là où se trouve 

la tumeur (si elle existe). 
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3. L’immuno-histochimie 

L’immunohistochimie à visée diagnostique et la recherche moléculaire à visée 

théranostique. 

Les lames sont étiquetées avec l’ordinateur, puis mises dans l’étuve à 80°C pendant 

une nuit. 

Elles doivent être silanisées (de charge positive) pour capter les anticorps. 

 La machine utilisée : Ventana Ultra (Figure 22). 
 

 
 

Figure 22 : Ventana Ultra. 

 
 

30 chambres de réaction de lame permettent des protocoles indépendants pour chaque 

lame individuelle et des réactifs optimisés prêts à l'emploi, avec 7 réactifs ou kits de détection 

(Figure 23) : Bluing Reagent, Hematoxyllin I, Inhibitor, HRP Multimer, chromogen, H2O2, 

Copper. Les anticorps sont choisis par le médecin et rajoutés par le laborantin, pour le cas 

d’adénocarcinome les anticorps utilisés selon le cas du patient sont : 

 TTF1 

 CK7 et CK20 

 EGFR : recherche de mutation EGFR (étude moléculaire). 

 PDL1 : afin de mettre en évidence l’expression de l’anticorps anti PD-L1. 

 ALK : afin de mettre en évidence l’expression de l’anticorps anti- ALK et pour 

compléter par une technique FISH si nécessaire. 

 Braf 
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Figure 23 : Les kits de détection. 

 
 

4. L’étude moléculaire d’un tissu cancéreux 

Les différentes étapes utilisées dans le protocole ci-dessous sont extraites de (Carey, 

2015). 

 
 

    4.1 Les instructions d'utilisation 

 Seules des sections de tissus FFPE de CPNPC de 5 μm d'épaisseur contenant au moins 

10 % de contenu tumoral, peuvent être utilisées dans le test cobas EGFR. Tout 

échantillon contenant moins de 10 % de contenu tumoral devra subir une macro- 

dissection après la déparaffination. Les blocs à chaleur sèche permettant de chauffer 

les  tubes de microcentrifugeuse à couvercle verrouillable doivent être allumés et réglés 

à 56 °C et à 90 °C. 

 On se réfère au manuel de l'instrument du cobas z 480 analyzer pour des instructions 

d'utilisation détaillées concernant le cobas z 480 analyzer. 

 
 La taille des cycles 

Un cycle peut contenir de 1 à 30 échantillons (plus les contrôles) par plaque de 96 

micropuits. Pour des cycles contenant plus de 24 échantillons, plusieurs kits de test cobas 

EGFR seront nécessaires. Le test cobas EGFR contient suffisamment de réactifs pour 8 cycles 

de 3 échantillons (plus les contrôles) maximum de 24 échantillons par kit. 
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 La préparation des réactifs (Figure 24) 

Avant la première utilisation du kit, préparer les réactifs actifs comme indiqué dans le 

tableau ci-dessous. Utiliser une pipette sérologique de 5 mL pour distribuer l'eau. Utiliser des 

pipettes sérologiques de 25 mL pour distribuer l'éthanol. 

Si la protéinase K a déjà été reconstituée et congelée, décongeler un nombre suffisant 

d'aliquots pour traiter le nombre d'échantillons à analyser. 

 
Tableau 01 : La préparation des réactifs. 

 

 
Réactif Reconstitution/Préparation 

Protéinase 

K (PK) 

Reconstituer la protéinase k (PK) en ajoutant 4.5 mL d’eau stérile sans 

nucléase (de qualité PCR) au flacon à l’aide d’une pipette sérologique jetable 

et stérile de 5 mL. Mélanger en retournant le flacon 5 à 10 fois. Aliquoter 450 

μl de PK reconstituée dans des tubes de microcentrifugeuse a couvercle 

verrouillable de 21.5mL et conserver a -20 C° pendant 90 jours maximum ou 

jusqu’à la date d’expiration, selon celle qui survient en premier, si la 

proteinase K a déjà été reconstituée et congelée, décongeler un nombre 

suffisant d’aliquots pour traiter le nombre d’échantillons à analyser avant la 

déparaffination (il faut 70 μL de PK reconstituée pour chaque échantillon). 

Tampon de 

lavage I 

(WB I) 

Préparer le tampon WB I actif en ajoutant 15 mL d’éthanol absolu au flacon de 

WB I. Mélanger en retournant le flacon 5 à 10 fois. Noter sur le flacon que 

l’éthanol a été ajouté, avec la date. Conserver le tampon WB I actif entre 15° C 

et 30° C pendant 90 jours maximum ou jusqu’à la date d’expiration, selon 

celle qui survient en premier. 

Tampon de 

lavage II 

(WB II) 

Préparer le tampon WB II actif en ajoutant50 mL d’éthanol absolu au flacon 

de WB II. Mélanger en retournant le flacon 5 à 10 fois. Noter sur le flacon que 

l’éthanol a été ajouté, avec la date. Conserver le tampon WB II actif entre 10° 

C et 30° C pendant 90 jours maximum ou jusqu’à la date d’expiration, selon 

celle qui survient en premier. 



Matériel Et Méthodes 
 

 
37  

 

Toutes les solutions conservées entre 15 °C et 30 °C doivent être claires. En présence 

d'un précipité dans l'un des réactifs, chauffer la solution dans un bain-marie à 37 °C jusqu'à 

dissolution du précipité. Ne pas utiliser tant que tous les précipités ne sont pas dissous. 

 
 La déparaffination des sections de tissus FFPE montées sur lames 

 Toutes les étapes de la déparaffination doivent être effectuées sous une hotte chimique 

à cause du xylène qui est un produit chimique dangereux. 

1- Ajouter une lame sur laquelle est montée une section de tissus FFPE de 5 μm dans un 

récipient contenant une quantité suffisante de xylène pour recouvrir le tissu et laisser 

tremper pendant 5 minutes. 

2- Transférer la lame vers le récipient avec une quantité d'éthanol absolu suffisante pour 

recouvrir le tissu et laisser tremper pendant 5 minutes. 

3- Retirer la lame de l'éthanol et laisser la section sécher complètement à l'air (de 5 à 10 

minutes). 

4- Effectuer une macro-dissection si l'échantillon contient moins de 10 % de contenu 

tumoral. 

5- Étiqueter un tube de microcentrifugeuse à couvercle verrouillable de 1,5 mL pour 

chaque échantillon, avec les informations d'identification de l'échantillon. 

6- Ajouter 180 μL de DNA TLB dans le tube de microcentrifugeuse à couvercle 

verrouillable de 1,5 mL étiqueté. 

7- Ajouter 70 μL de PK reconstituée dans le tube de microcentrifugeuse à couvercle 

verrouillable contenant du DNA TLB. 

8- Racler le tissu pour le retirer de la lame dans le tube de microcentrifugeuse à couvercle 

verrouillable. Immerger le tissu dans le mélange DNA TLB/PK. 

9- Continuer avec l'étape 1 de la procédure d'extraction de l'ADN. 

 
 

 La déparaffination des sections de tissus FFPE non montées sur lames 

1- Placer une section de tissus FFPE de 5 μm dans un tube de microcentrifugeuse à 

couvercle verrouillable de 1,5 mL (Figure 25), étiqueté avec les informations 

d'identification d'échantillon pour chaque échantillon. 

2- Ajouter 500 μL de xylène à un tube de microcentrifugeuse à couvercle verrouillable 

contenant la section de tissus FFPE. 

3- Bien mélanger au vortex pendant 10 secondes. 
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4- Laisser le tube reposer pendant 5 minutes à une température comprise entre 15 °C et 

30 °C. 

5- Ajouter 500 μL d'éthanol absolu et mélanger au vortex pendant 10 secondes. 

6- Laisser le tube reposer pendant 5 minutes à une température comprise entre 15 °C et 

30 °C. 

7- Centrifuger entre 16 000 x g et 20 000 x g pendant 2 minutes. Retirer le surnageant 

sans disperser le culot. Mettre le surnageant au rebut avec les déchets chimiques. 

8- Ajouter 1 mL d'éthanol absolu et passer au vortex pendant 10 secondes. 

9- Centrifuger entre 16 000 x g et 20 000 x g pendant 2 minutes. Retirer le surnageant 

sans disperser le culot. Mettre le surnageant au rebut avec les déchets chimiques. 

10- Si le culot flotte dans le surnageant restant, centrifuger à nouveau pendant 1 minute 

entre 16 000 x g et 20 000 x g. Retirer tout surnageant restant. 

11- Sécher le culot tissulaire pendant 10 minutes à 56 °C dans un bloc chauffant, les tubes 

étant ouverts. 

12- S'assurer que l'éthanol s'est complètement évaporé et que le culot est sec avant de 

passer à l'étape suivante. 

13- Si nécessaire, les culots séchés peuvent être conservés 24 heures à une température 

comprise entre 2 °C et 8 °C. 

14- Remettre le culot tissulaire en suspension dans 180 μL de DNA TLB. 

15- Ajouter 70 μL de PK reconstituée. 

16- Continuer avec l'étape 1 de la procédure d'extraction de l'ADN. 
 

 
 

Figure 24 : Les kits de préparation d’échantillon d’ADN. 
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Figure 25 : Le ruban dans le tube de microcentrifugeuse. 

 
 

    4.2 La procédure d'extraction de l'ADN 

1- Préparer le contrôle négatif en combinant 180 μL de DNA TLB et 70 μL de solution 

PK dans un tube de microcentrifugeuse à couvercle verrouillable de de 1,5 mL 

étiqueté NEG. Le contrôle négatif doit être traité selon la même procédure que pour 

les échantillons. 

2- Agiter au vortex des tubes contenant le mélange échantillon/DNA TLB/PK et le 

mélange de contrôle négatif (NEG) pendant 30 secondes. Le tissu doit être totalement 

immergé dans le mélange DNA TLB/PK. 

3- Placer les tubes dans le bloc chauffant à sec à 56 °C et incuber pendant 60 minutes. 

4- Passer les tubes au vortex pendant 10 secondes. 

5- Placer les tubes dans le bloc chauffant à sec à 90 °C et incuber pendant 60 minutes. 

 Pendant l'incubation, préparer le nombre nécessaire de tubes de filtration (FT) avec 

bouchon à charnière en les plaçant sur les tubes de prélèvement (CT) et en étiquetant 

chaque bouchon FT avec les informations correctes d'identification d'échantillon ou de 

contrôle. Chaque échantillon nécessite 1 FT, 4 CT et 1 tube d'élution (tube de 

microcentrifugeuse à couvercle verrouillable de 1,5 mL). Pendant l'incubation, 

étiqueter le nombre nécessaire de tubes d'élution (tubes de microcentrifugeuse de 1,5 

mL) avec les informations d'identification adéquates d'échantillon ou de contrôle. 
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6- Laisser les tubes refroidir à une température comprise entre 15 °C et 30 °C. Après 

refroidissement, centrifuger les tubes par vortex pour recueillir tout éventuel liquide 

provenant des bouchons. 

7- Ajouter 200 μL de DNA PBB dans chaque tube et mélanger le lysant en pipetant et en 

rejetant 3 fois. 

8- Incuber les tubes à une température comprise entre 15 °C et 30 °C pendant 10 minutes. 

9- Ajouter 100 μL d'isopropanol à chaque tube et mélanger le lysat en pipetant et en 

rejetant 3 fois. 

10- Transférer chaque lysat dans l'unité FT/CT correctement étiquetée. 

11- Centrifuger les unités FT/CT à 8 000 x g pendant 1 minute. 

12- Placer chaque tube FT sur un nouveau tube CT. Jeter la fraction contenue dans 

l'ancien tube CT avec les déchets chimiques et mettre au rebut Le tube CT utilisé de 

façon appropriée. 

13- Ajouter 500 μL de WB I actif à chaque tube FT. 

14- Centrifuger les unités FT/CT à 8 000 x g pendant 1 minute. 

15- Jeter la fraction contenue dans chaque CT avec les déchets chimiques. Replacer le FT 

sur le même. 

16- Ajouter 500 μL de WB II actif à chaque tube FT. 

17- Centrifuger les unités FT/CT à 8 000 x g pendant 1 minute. 

18- Placer chaque tube FT sur un nouveau tube CT. Jeter la fraction contenue dans 

l'ancien tube CT avec les déchets chimiques et mettre au rebut le tube CT utilisé de 

façon appropriée. 

19- Centrifuger les unités FT/CT entre 16 000 x g et 20 000 x g pendant 1 minute afin de 

sécher les membranes des filtres. 

20- Placer chaque FT dans un tube d'élution (tube de microcentrifugeuse de 1,5 mL) pré- 

étiqueté avec les informations correctes d'identification d'échantillon ou de contrôle. 

Jeter la fraction contenue dans le CT utilisé avec les déchets chimiques et mettre au 

rebut le tube CT utilisé de façon appropriée. 

21- Ajouter 100 μL de DNA EB au centre de la membrane de chaque FT, sans toucher la 

membrane du FT. 

22- Incuber le FT avec le tube d'élution à une température comprise entre 15 °C et 30 °C 

pendant 5 minutes. 
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23- Centrifuger le FT avec le tube d élution à 8 000 x g pendant 1 minute pour recueillir 

l'éluât dans le tube d'élution. Mettre au rebut le FT utilisé de façon appropriée. 

24- Fermer les bouchons des tubes d élution. Le tube d élution contient Le stock d'ADN. 

Passer à l'étape 1 de la section « Quantification de l'ADN ». 

 
4.3  La quantification de l'ADN 

La mesure de la concentration de l'ADN doit être effectuée immédiatement après la 

procédure d'extraction de l'ADN et avant la conservation (Figure 26). 

1- Mélanger chaque tube de stock d'ADN en l'agitant au vortex pendant 5 secondes. 

2- Quantifier l'ADN à l’aide d’un spectrophotomètre conformément au protocole indiqué 

par le fabricant. Utiliser DNA EB comme blanc pour l'instrument. 1l convient 

d'effectuer une moyenne à partir de 2 valeurs cohérentes. Les deux mesures ne doivent 

pas différer de plus de ± 10 % l'une par rapport à l'autre lorsque les lectures de 

concentration d'ADN sont ≥ 20,0 ng/μL. Pour des lectures de concentration d'ADN < 

20,0 ng/μl, les deux mesures ne doivent pas différer de plus de ± 2 ng/μL. Si les deux 

mesures diffèrent de plus de ± 10 % l'une par rapport à l'autre lorsque les lectures de 

concentration d'ADN sont ≥ 20,0 ng/μL ou de plus de ± 2 ng/μL lorsque les lectures de 

concentration d'ADN sont < 20,0 ng/μL, 2 autres lectures doivent être effectuées 

jusqu'à ce que cette exigence soit remplie. Il faut alors calculer la moyenne de ces 

deux nouvelles mesures. 

3- La concentration du stock d'ADN des échantillons doit être ≥ 2 ng/μL pour effectuer le 

test cobas EGFR. Trois amplifications/détections sont effectuées par échantillon, avec 

25 μL d'une dilution à 2 ng/μL du stock d'ADN (au total 50 ng d'ADN) par 

amplification/détection. 

 Chaque stock d'ADN doit avoir une concentration minimale de 2 ng/μL pour que le test 

cobas EGFR puisse être effectué. Si la concentration d'un stock d'ADN est < 2 ng/μL, 

répéter les procédures de déparaffination, d'extraction de l'ADN et de quantification de 

l'ADN pour cet échantillon à l'aide de deux sections de tissus FFPE de 5 μm. Pour les 

échantillons montés, après la déparaffination, combiner le tissu des deux sections dans 

un tube, plonger le tissu dans le DNA TLB + PK, et effectuer l'extraction et la 

quantification de l'ADN comme indiqué plus haut. Pour les échantillons non montés, 

combiner les deux sections dans un tube et plonger le tissu dans le DNA TLB + PK, 

puis effectuer l'extraction et la quantification de l'ADN comme indiqué plus haut. Si la 
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concentration du stock d'ADN est toujours < 2 ng/μL, demander une autre section de 

l'échantillon de tissus FFPE au site clinique de référence. 

 Les échantillons traités (ADN extrait) sont stables pendant une durée maximale de 24 

heures à une température comprise entre 15 °C et 30 °C, jusqu'à 14 jours entre 2 °C et 

8 °C, jusqu'à 60 jours entre -15 °C et -25 °C ou, après avoir subi 3 cycles de 

congélation/décongélation, entre -15 °C et -25 °C. L'ADN extrait doit être amplifié 

pendant les périodes de conservation recommandées ou avant la date de péremption du 

kit de préparation des échantillons d'ADN cobas utilisé pour extraire l'ADN, selon la 

première date limite atteinte. 

 
 4.4 L’amplification et la détection 

La zone de travail d'amplification et de détection doit être soigneusement 

nettoyée avant d'effectuer la préparation du MMX actif. Pour un nettoyage adéquat, 

toutes les surfaces, y compris les portoirs et les pipettes, doivent être essuyées avec une 

solution d'hypochlorite de sodium à 0,5 %, suivi d'un essuyage avec une solution 

d'éthanol à 70 %. L’eau de Javel domestique liquide disponible dans le commerce 

contient généralement de l'hypochlorite de sodium à la concentration de 5,25 %. Une 

dilution à 1:10 d'eau de Javel domestique permet d'obtenir une solution à 0,5 % 

d'hypochlorite de sodium. L’amplification et la détection doivent être effectuées dans 

une zone séparée de celle de l'extraction de l'ADN. 

 
 La configuration de la réaction 

 La préparation des masters mix actifs (MMX-1, MMX-2 et MMX-3 v2) 

1- Préparer trois MMX actifs, l'un avec le réactif EGFR MMX-1, l’autre avec le réactif 

EGFR MMX-2 et le dernier avec le réactif EGFR MMX-3 v2 dans des tubes de 

microcentrifugeuse à couvercle verrouillé séparés de 1,5 mL. 

2- Calculer le volume d'EGFR MMX-1, d’EGFR MMX-2 ou d'EGFR MMX-3 v2 

nécessaire pour chaque” MMX actif à l’aide de la formule suivante : 

Volume d'EGFR MMX-1, d'EGFR MMX-2 ou d'EGFR MMX-3 v2 nécessaire 

= (Nombre d'échantillons + 2 contrôles + 1) x 20 μL 

3- Calculer le volume de MGAC nécessaire pour chaque MMX actif à l'aide de la formule 

suivante : 

Volume de MGAC nécessaire = (Nombre d'échantillons + 2 contrôles + 1} x 5 μL 
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Utiliser le Tableau 2 pour déterminer le volume de chaque réactif nécessaire pour 

lapréparation du MMX actif en fonction du nombre d'échantillons inclus dans le cycle. 

 

Figure 26 : La mesure de la concentration d'ADN. 

 
 

Tableau 02 : Les volumes de réactifs nécessaires pour les masters mix MMX-1, 

MMX-2 et MMX-3 v2 actifs. 

 
 

 Nb d’échantillons 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

MMX 20 μL 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 

MGAC 5 μL 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 

Vol total pour chaque 

MMX actif (μL) 

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 

Les volumes pour le nombre d'échantillons sont basés sur la somme des échantillons + 2 

contrôles + 1. 

4- Retirer le nombre approprié de flacons d'EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR 

MMX-3 v2 et de MGAC conservés à une température comprise entre 2 °C et 8 °C. 

Passer chaque réactif au vortex pendant 5 secondes afin de recueillir le liquide au fond 

du tube avant utilisation. Étiqueter un tube de microcentrifugeuse stérile pour les MMX 

actifs MMX-1, MMX-2 et MMX-3 v2. 

5- Ajouter le volume calculé d'EGFR MMX-1, d'EGFR MMX-2 ou d EGFR MMX-3 v2 à 

son tube de MMX actif respectif. 
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6- Ajouter le volume calculé de MGAC aux tubes de MMX actif. 

7- Agiter les tubes au vortex pendant 3 à 5 secondes afin d'assurer un mélange adéquat. 

 Les échantillons et les contrôles doivent être ajoutés à la plaque AD dans un délai d'1 

heure après la préparation des MMX actifs. 

 Utiliser uniquement la plaque AD du cobas* 4800 System et le film d'étanchéité. 

 

 4.5 Le calcul de la dilution du stock d'ADN de l'échantillon 

Calcul de la dilution du stock d’ADN à des concentrations comprises entre 2 ng/μL et 

36 ng/μL. 

 Les stocks d'ADN des échantillons doivent être dilués immédiatement avant 

l'amplification et la détection. 

 Trois amplifications/détections sont effectuées pour chaque échantillon, nécessitant 

un volume total de 75μL (25 μL pour chacune des trois réactions) d'une dilution du 

stock d’ADN de 2 ng/μL (total de 150 ng d'ADN). 

1-  Pour chaque échantillon calculer le volume (μL) du stock d’ADN nécessaire : 

μL de stock d'ADN = (90 μL x 2 ng/μL) ÷concentration du stock d’ADN [ng/μL]. 

2-  Pour chaque échantillon, calculer le volume (μL) de DNA SD nécessaire : 

μL de DNA SD = 90 μL - μL de stock d'ADN. 

Exemple: Concentration du stock d'ADN = 6,5 ng/μL 

1- μL du stock d'ADN = (90 μL x 2 ng/μL) ÷6.5 ng/μL = 27,7 μL 

2- μL de DNA SD = (90 μL-27,7 μL) = 62,3 μL 

 
 Le calcul de la dilution du stock d'ADN à des concentrations > 36 ng/μL 

 Les stocks d'ADN des échantillons doivent être dilués immédiatement avant 

l'amplification et la détection. 

 Trois amplifications/détections sont effectuées pour chaque échantillon, nécessitant un 

volume total de 75 μL (25 μL pour chacune des trois réactions) d'une dilution du stock 

d'ADN de 2 ng/ μL (total de 150 ng d'ADN). 

1- Si les concentrations de stock d'ADN sont > 36 ng/ μL, utiliser la formule suivante 

pour calculer la quantité de DNA SD nécessaire pour préparer au moins 90 μL de stock 

d’ADN dilué. Cela permet d’assurer que chaque échantillon utilise un minimum de 5 

μL de stock d’ADN. 
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2- Pour chaque échantillon, calculer le volume (μL) de DNA SD nécessaire pour diluer 5 

μL de stock d'ADN à 2 ng/ μL : 

Vol de DNA SD nécessaire en μL = [(5 μL de stock d'ADN x concentrations de stock 

d'ADN en ng/ μL) / (2 ng/ μL)] - 5 μL 

Exemple : Concentration de stock d'ADN = 100 ng/ μL 

1- Vol. de DNA SD nécessaire en μL = [(5 μL x 100 ng/ μL) / 2 ng/ μL] - 5 μL = 245 μL 

2- Utiliser le volume calculé de DNA SD pour diluer 5 μL de stock d'ADN. 

 
 La dilution d'échantillon : 

1- Préparer le nombre approprié de tubes de microcentrifugeuse à couvercle verrouillable 

de 1,5 mL pour les dilutions d'ADN en les étiquetant avec les informations 

d'identification d’échantillon appropriées. 

2- À l'aide d'une pipette dotée d'un embout avec filtre de protection contre les aérosols, 

pipeter les volumes calculés de DNA SD dans les tubes d'échantillon étiquetés 

respectifs. Pipeter 45 μL de DNA SD dans un tube de microcentrifugeuse à couvercle 

verouillable étiqueté avec l'identification NEG. 

3- Mélanger au vortex chaque stock d'ADN et le contrôle négatif pendant 5 à 10 secondes. 

4-   À l'aide d'une pipette dotée d'un embout de pipetage avec filtre de protection contre les 

aérosols (nouvel embout pour chaque pipetage), pipeter délicatement le volume calculé 

de chaque stock d'ADN d'échantillon dans le tube respectif contenant le DNA SD. 

Pipeter 45 μL de contrôle négatif (éluat extrait) dans le tube NEG. 

5-  Fermer les tubes et les agiter au vortex pendant 5 à 10 secondes. 

6- Changer de gants. 

 
 La configuration de l'instrument 

Se référer au manuel de l'instrument du cobas z 480 analyzer pour des instructions 

détaillées sur la configuration du cobas z 480 analyzer. 

 
 La préparation de la demande de test : 

Générer une carte des plaques avec les positions de tous les échantillons et contrôles 

dans le cycle. Dans un cycle avec échantillons de tissu uniquement, le contrôle mutant est 

chargé dans les positions A01 à A03 sur la plaque (Figure 27). Le contrôle négatif est chargé 
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dans les positions B01 à B03 sur la plaque. Les échantillons dilués sont ensuite ajoutés en 

ensembles de 3 colonnes, à partir de C01-C03 jusqu'à H10-H12 (Tableau 03). 

Le test cobas EGFR peut être exécuté en mode de test mixte (par exemple, tissu EGFR 

avec plasma EGFR). Les positions de contrôle peuvent varier en fonction des tests choisis et 

des numéros d'échantillons. Se référer au manuel d'utilisation du logiciel du cobas* EGFR 

Mutation Test v2 ou à l'Assistance Utilisateur du cobas* 4800 System pour obtenir des 

informations plus détaillées sur la configuration d'un cycle de test mixte. 

 

Figure 27 : La plaque de test cobas EGFR. 
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Tableau 03 : Le plan de plaque pour le test cobas EGFR. 
 

 
Ligne/ 

Colonne 

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 

A MC 

MMX1 

MC 

MMX2 

MC 

MMX3 

S7 

MMX1 

S7 

MMX2 

S7 

MMX3 

S15 

MMX1 

S15 

MMX2 

S15 

MMX3 

S23 

MMX1 

S23 

MMX2 

S23 

MMX3 

B NEG 

MMX1 

NEG 

MMX2 

NEG 

MMX3 

S8 

MMX1 

S8 

MMX2 

S8 

MMX3 

S16 

MMX1 

S16 

MMX2 

S16 

MMX3 

S24 

MMX1 

S24 

MMX2 

S24 

MMX3 

C S1 

MMX1 

S1 

MMX2 

S1 

MMX3 

S9 

MMX1 

S9 

MMX2 

S9 

MMX3 

S17 

MMX1 

S17 

MMX2 

S17 

MMX3 

S25 

MMX1 

S25 

MMX2 

S25 

MMX3 

D S2 

MMX1 

S2 

MMX2 

S2 

MMX3 

S10 

MMX1 

S10 

MMX2 

S10 

MMX3 

S18 

MMX1 

S18 

MMX2 

S18 

MMX3 

S26 

MMX1 

S26 

MMX2 

S26 

MMX3 

E S3 

MMX1 

S3 

MMX2 

S3 

MMX3 

S11 

MMX1 

S11 

MMX2 

S11 

MMX3 

S19 

MMX1 

S19 

MMX2 

S19 

MMX3 

S27 

MMX1 

S27 

MMX2 

S27 

MMX3 

F S4 

MMX1 

S4 

MMX2 

S4 

MMX3 

S12 

MMX1 

S12 

MMX2 

S12 

MMX3 

S20 

MMX1 

S20 

MMX2 

S20 

MMX3 

S28 

MMX1 

S28 

MMX2 

S28 

MMX3 

G S5 

MMX1 

S5 

MMX2 

S5 

MMX3 

S13 

MMX1 

S13 

MMX2 

S13 

MMX3 

S21 

MMX1 

S21 

MMX2 

S21 

MMX3 

S29 

MMX1 

S29 

MMX2 

S29 

MMX3 

H S6 

MMX1 

S6 

MMX2 

S6 

MMX3 

S14 

MMX1 

S14 

MMX2 

S14 

MMX3 

S22 

MMX1 

S22 

MMX2 

S22 

MMX3 

S30 

MMX1 

S30 

MMX2 

S30 

MMX3 

 

Ou MC=Mutant Control (contrôle mutant), NEG = Négative Control (contrôle 

négatif), S#= sample ID (ID d‘échantillon) et MMX # correspond au master mix 1, 2 Ou 3. 
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1. Résultats 

 
 

1.1 L’aspect histologique 

Le diagnostic anatomopathologique permet de confirmer la présence ou non d’un 

cancer dans le tissu, la classification histologique, et la stadification pronostique en fonction 

de la quantité de cancer présente. 

Les résultats obtenus des trois lames choisis d’un tissu pulmonaire pour l’étude sont 

lus et décrites par Pr. Echaoui Nadia de centre Anti-cancer (CAC) du centre hospitalo- 

universitaire CHU, « IBN ROCHD » Annaba montrent : 

 Un adénocarcinome pulmonaire avec un processus adénocarcinomateux (Figure 28) et 

des alvéoles normales (Figure 29). 

 Un adénocarcinome papillaire pulmonaire (Figure 30) qui présente des saillies en 

forme doigt de gant avec des cellules atypiques et une cavité entourée d’un épithélium 

aplati. 

 Un adénocarcinome broncho-pulmonaire avec envahissement du cartilage bronchique 

par le processus adénocarcinomateux. 

Ces observations sont en faveur de diagnostiquer des adénocarcinomes non à petites 

cellules métastasiques. 

 

 

Figure 28 : L’adénocarcinome pulmonaire (Couture, 2011). 
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Figure 29 : Les alvéoles normales (Lavigne, 2017). 

 

 

 

 
Figure 30 : L’adénocarcinome papillaire (Safia and Sabrina, 2019). 

 
 

1.2 L’immuno-histochimie 

Chaque type de cellule présente des marqueurs spécifiques qui la caractérisent et qui 

sont liés au degré de maturation. 

La présence du marquage détermine l’origine primitive des métastases, par contre son 

absence nous oriente vers une autre origine (secondaire). 

Dans les cas étudiés dans ce travail, les anticorps suivants qui caractérisent le poumon 

ont été utilisés: 

La lecture des lames montre une fixation des trois marqueurs utilisés, CK7 au niveau 

membranaire et cytoplasmique (Figure 31), le TTF1 au niveau nucléaire (Figure 32) et la 



Résultats Et Discussion 
 

 
50  

 

protéinase napsine A au niveau cytoplasmique (Figure 33), ce qui nous permet de confirmer 

que l’origine de l’adénocarcinome non à petites cellule est pulmonaire et métastasique. 

Cette confirmation est insuffisante pour appliquer la thérapie ciblée car il manque un 

dernier critère qui est la mutation du gène EGFR. 

 

Figure 31: Le marquage avec CK7 (BOUKIS, 2016a). 
 

 

Figure 32: Le marquage avec TTF1 (BOUKIS, 2016b). 
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Figure 33: Le marquage avec la protéinase Napsine.A. (BOUKIS, 2016b). 

 
 

1.3 La biologie moléculaire 

Après test EGFR : 

Les résultats de l’étude moléculaire des lames choisis pour l’étude sont les suivantes : 

On peut déduire de ces résultats que le cancer pulmonaire primitif peut être d’origine 

moléculaire (mutation) comme dans le cas des lames 2 et 3 comme il peut ne pas l’être 

comme présenté dans la lame 1. 
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Tableau 04 : Les résultats après test EGFR. 
 

 

 
Lame 1 

 
Pas de 

mutation 

 

 

 
Pas de 

thérapie 

ciblée 

 

 

Lame 2 

Une mutation 

détectée au 

niveau de 

l’exon 20 

T790M 

 

 

 
Thérapie 

ciblée 

avec 

l’anti- 

EGFR 

 

 

 

 
Lame 3 

Deux 

mutations ont 

été détectées 

délétion de 

l’exon 19/ 

exon 20 

T790M 

 

 

Thérapie 

ciblée 

avec 

l’anti- 

EGFR 
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2. Discussion 

 
 

Les résultats histologiques faisant l’objet de notre étude ont montré la prédominance 

des adénocarcinomes non à petites cellules 100%, ces résultats sont en accord avec les travaux 

de Nouar et Krid en 2014, dans leurs travaux sur le cancer pulmonaire dans l’est algérien, 

montrant que l’adénocarcinome est le type histologique prépondérant avec un pourcentage de 

61%. L’étude histologique et cellulaire faite a aussi présenté que l’adénocarcinome 

diagnostiqué est en stade métastasique. Des résultats similaires ont été également mentionnés 

dans l’étude de Amimer et Djouat en 2019 qui suggéraient une prédominance de stade 

clinique métastasique chez les patients atteints du cancer pulmonaire à l’hôpital Beni Messous 

à Alger à 74% des cas étudiés. 

L’immuno-marquage anti TTF positif obtenu dans les lames étudiés montre une 

coloration marron intense dans les noyaux ce qui indique qu’il s’agit d’un cancer primitif et 

non pas secondaire comme signalé également dans les travaux de Amimer et Djouat en 

2019. Le marquage àTTF1marque 20 à 80% des adénocarcinomes non à petites cellules 

(BOUKIS, 2016b). 

La positivité du marquage avec cytokératine (CK) est un argument fort en faveur du 

diagnostic de l’adénocarcinome ce qui est le cas dans les lames faisant l’objet de notre étude, 

pourtant le lien « CK-Adénocarcinome » n’est pas absolu, on peut observer des faux négatifs 

et des faux positifs (BOUKIS, 2016b; Martin, 2016). 

Dans les lames objet de nos résultats 75% (2/3) présentaient une mutation de EGFR 

délétion de l’exon 19, 33% présentaient des mutations à l’exon 20 T790M et 33% ne 

présentaient pas de mutations. Les altérations géniques EGFR, ALK et plus récemment ROS1 

associées à la prescription de thérapies ciblées, ne sont retrouvées presque exclusivement que 

dans les adénocarcinomes ce qui concorde bien au diagnostic déduit à travers le marquage des 

lames étudiés. Il existe deux grandes classes de thérapies ciblées inhibant l’EGFR : les 

anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de tyrosine kinase (MANSUET-LUPO, 2014). 

Toutes les mutations EGFR ne confèrent pas la même sensibilité aux ITK anti-EGFR. Les 

délétions de l’exon 19, les mutations ponctuelles de l’exon 21 (p.L858R, p.861Q et p.L861R) 

et celles de l’exon 18 (p.G719A/C/S) sont associées à une sensibilité accrue au traitement. Les 

délétions dans l’exon 19 semblent associées à une meilleure survie chez les patients traités par 

ITK que les mutations p.L858R (MANSUET-LUPO, 2014). 
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Conclusion 
 

Conclusion 

 
 

Ces derniers temps il y a eu de grands progrès dans le diagnostic du cancer du 

poumon, et notre travail a pour objet l'étude cellulaire et moléculaire d’un adénocarcinome 

pulmonaire en utilisant quelques méthodes. La pratique clinique nous a permis de mieux 

comprendre la thérapie ciblée du cancer du poumon. Elle consiste à préparer les lames à partir 

des prélèvements et les colorer pour l’observation des tissus sous microscope afin de réaliser 

une étude histologique et faire un compte rendu utile pour l’étude immuno-histochimique, 

cette dernière est importante pour connaître la nature et l’origine de la tumeur ce qui facilite le 

choix d’un traitement adéquat pour chaque patient en tenant compte de l’appréciation et des 

résultats de la biologie moléculaire. 

Les oncogènes spécifiques avec des mutations conductrices, tels que le gène du 

récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), peuvent conduire à la formation de 

l’adénocarcinome pulmonaire non à petites cellules, et notre étude nous a permis d'identifier 

ces oncogènes et leurs mutations, mais les résultats obtenus nous ont montré que certains cas 

n’ont pas de mutation au niveau de l’EGFR, tandis que d’autres en ont, de plus ils nous ont 

confirmé que la thérapie ciblée avec les inhibiteurs du récepteur du facteur de croissance 

épidermique (EGFR) est destinée uniquement à des patients atteints d’un cancer du poumon 

non à petites cellules primitif et métastasique et qui ont des mutations au niveau des gènes de 

l’EGFR avec un dérèglement dans leurs voies de signalisation. 

Les médecins ont tendance à traiter les cellules cancéreuses par la chimiothérapie, la 

thérapie chirurgicale et la radiothérapie, mais à cause de leurs effets secondaires, les 

oncologues doivent penser à développer des projets de recherche pour aboutir à d’autres 

thérapies qui sont plus efficaces et moins dangereuses pour la santé. 
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