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Introduction : Les mutations du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) sont fréguentes
dans les glioblastomes(GBMs). L'activation accrue de ce dernier peut se produire par une variété de
mécanismes différents, a la fois dépendants et indépendants du ligand. L'EGFR est surexprimé dans la
plupart des glioblastomes de novo. La recherche de 'amplification de ce récepteur par immunochistochimie
est possible et présente un intérét diagnostique, pronostique et il semble étre une cible thérapeutique
prometteuse. L'objectif de ce travail est de déterminer la fréquence de I'amplification de 'EGFR dans notre
population

Matériels et méthode : 67 échantillons de GBMs confirmés (33 exéréses, 35 biopsies), colligés de facon
prospective et rétrospective (entre Janvier 2018-Decembre 2020) dans notre établissement, ont été inclus
dans I'étude. L'évaluation du statut de 'EGFR a été réalisée par immunohistochimie (IHC) en adoptant le
score de Hirsch. Les tests statistiques du khi2, Fisher, Student, Mann-whitney, Wilcoxon, ANOVA ou de
Kruskal-Wallis ont été utilisés pour les comparaisons de 2 ou plusieurs variables.

Résultats : 'EGFR était amplifié chez 22 patients (32,4)% avec un ratio de masculinité de 1,4 et une
médiane de survie de 64 ans.

Conclusion : lidentification de I'amplification de I'EGFR par immunohistochimie présente un intérét
diagnostique, pronostique et prédictif de réponse au traitement. Elle est essentielle pour la prise en charge
correcte des patients porteurs de GBMs.

Mots Clés : Glioblastome, EGFR, Immunohistochimie

Summary:

Introduction : Mutations in the epidermal growth factor receptor (EGFR) are common in glioblastoma
(GBM). Increased activation of EGFR can occur by a variety of different mechanisms, both ligand-dependent
and ligand-independent. EGFR is overexpressed in most de novo glioblastomas.
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The search for EGFR amplification by immunochistochemistry is possible and is of diagnostic and prognostic
interest, and it appears to be a promising therapeutic target. The aim of this work is to determine the
frequency of EGFR amplification in our population

Material and method: 67 confirmed GBMs samples (33 resections, 35 biopsies), prospectively and
retrospectively collected between (January 2018-December 2020) in our institution were included in the
study. EGFR status assessment was performed by immunohistochemistry (IHC) adopting the Hirsch score.
Chi-square, Fisher, Student, Mann-whitney, Wilcoxon, ANOVA or Kruskal-Wallis statistical tests were used for
comparisons of 2 or more variables.

Results: EGFR was amplified in 22 patients (32.4%) with a sex ratio of 1.4 and a median survival of 64
years.

Conclusion: Identification of EGFR amplification by immunohistochemistry is of diagnostic, prognostic and
predictive value for treatment response. It is essential for the correct management of patients with GBMs.

Keywords: Glioblastoma, EGFR, Immunohistochemistry

Introduction

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale maligne
la plus fréguente de I'adulte avec une incidence qui varie
de 2,0 a 3,3 [1]. En raison de sa croissance infiltrante
une résection radicale est pratiquement impossible et la
plus part des récidive se produisent a proximité du site
d'origine. L'introduction de la radio chimiothérapie
classique n'était pas d'un grand bénéfice puisque la
médiane de survie reste médiocre d’environ (01 année)
[2]. Ce mauvais pronostic souligne la nécessité de
trouver de nouvelles approches thérapeutiques
efficaces.

Contrairement aux cellules normales dont la croissance
est régulée par des voies de stimulation organisées, la
croissance des cellules cancéreuses est régulée par des
voies multiples. Le récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR) joue un rble central dans le
développement et la tumorogénése de nombreux
cancers notamment les GBMs. Ce récepteur est une
protéine a activité tyrosine kinase transmembranaire
située sur la bande chromosomique 7p12 et codé par le
proto-oncogéne c-erbB1 (chromosome 7) [3]. C'est un
membre de la famille des récepteurs ErbB qui se
compose de 4 tyrosines kinases apparentées : EGFR
(ErbB-1), HER2/neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) et Her 4
(ErbB-4) [3,4].

L'EGFR peut étre activé par le facteur de croissance
épidermique (EGF), le facteur de croissance
transformant a (TGFa) ou plusieurs autres ligands.
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Les récepteurs ErbB joue un role trés important dans la
croissance, la différenciation, et le controle du
métabolisme cellulaire [3].

L'EGFR est un puissant oncogéne, il est modifié de
différentes fagons dans les différents grades des
astrocytomes notamment les GBMs IDH wild type
(amplification 40% -surexpression 60%) [3]. Les
altérations de I'EGFR favorisent l'invasion la prolifération
et la résistance a la radiothérapie et la chimiothérapie
standards. La recherche de [I'amplification de ce
récepteur présente un intérét diagnostique (5¢™ révision
OMS), pronostique et il semble é&tre une cible
thérapeutique prometteuse [5].

EGF, TGF-alpha.
<

[Cell proliferation ] [ Inhibition of apoptosis ]

[Angiogenesis ] [Migratior‘l, Adhesion, Invasion

Figure 1: Voies de signalisation de I'EGFR (‘Aksoy 2018)

Par conséquent, nous avons réalisé cette analyse rétro
et prospective pour évaluer le statut de I'EGFR dans la
population algérienne a travers une série de patients
porteurs de GBM IDH wild type.
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Matériels et méthode

Il s'agit d'une étude descriptive analytique rétro et
prospective ayant portée sur une série de 67
échantillons (33 exéréses, 35 biopsies) de GBM confirmé
histologiquement et colligés dans le service d’Anatomo-
Pathologie du CHU Douera sur une période de 02
années (Janvier 2018-Decembre 2020).

La classification histologique a été basée sur les criteres
établis par I'Organisation Mondiale de la Santé (version
2016). Le caractére IDH wild type du glioblastome basé
sur panel d'anticorps (GFAP, Olig2, IDHri32), ATRX, P53,
Ki67) était le critere d'inclusion majeure. Tous les
patients dont le matériel n'était pas exploitable et dont
le dossier était incomplet ont été exclus de I'étude. Pour
chaque patient, une fiche clinique a été réalisée,
recensant les données épidémiologiques, cliniques et
paracliniques.

Immunohistochimie

Les blocs de tissus fixés au formol et incorporés en
paraffine ont été coupés en série en sections de 4 um
d'épaisseur. Le processus d'immunohistochimie a été
réalisé a l'aide d'un autostainer Ventana (Benchmark ;
Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA). La solution
de démasquage antigénique (Ventana) a été versée
automatiquement sur les sections et chauffées a 100°C
pendant 60 minutes. L'incubation s'est faite avec un
anticorps primaire EGFR (anticorps monoclonal de
souris, RTU Ventana clone 3C6), les sections de tissu
ont été incubées pendant 32 minutes a 36°C. La
révélation a été réalisée avec le systtme DAB (kit de
détection iView DAB ; Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ, USA), puis les sections ont été légérement
contre-colorées avec de I'nématoxyline.

Le marquage de I'anticorps anti EGFR a été évalué ave
le score de Hirsch (indice h) qui correspond a un score
semi quantitatif obtenu en multipliant un score
d'intensité de marquage (1 : absent ou quelques traces,
2 : faible, 3 : modéré et 4 : fort) par le pourcentage des
cellules marquées. Le score obtenu détermine 02
groupes (score <200 pas d'amplification- score> 200
amplification)

Méthodologie

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel
SPSS 23. L'analyse descriptive a été effectuée (moyenne
+ écart-types et/ou médianes, pour les variables
quantitatives et pourcentages pour les variables
qualitatives). Les tests statistiques du khi2, Fisher,
Student, Mann-whitney, Wilcoxon, ANOVA ou de
Kruskal-Wallis ont été utilisés pour les comparaisons de
2 ou plusieurs variables.
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Caractéristique de la population
Tableau 1: caractéristiques de la population

Age

Sexe

Type
prélévement

Localisation

Taille
tumorale

Type
Résection

Histologie

IDH1 (R132H)

Infiltrat
lymphocytaire

Mutation P53

< 55ans
> 55ans

Masculin
Féminin
Résection
Biopsie
stéréotaxique
Hémisphérique
droit
Hémisphérique
gauche
Frontale

pariétale
Temporal
occipitale
<05cm

>05 cm

Résection
totale
biopsie
Astrocytaire
non
gémistocytique
Astrocytaire
gémistocytique
Négative
Positive
Présent
Absent
Oui

Non

+

n (%)
1 (1,49)
21 (31,3)

17 (25,4)
5 (7,46)
10 (15)
12 (18)

5(7,6)
7 (10,44)

1(1,6)
3(4,5)
3(43)

4 (6)
8 (12%)
10 (14,92)

12 (18)
14 (20,89)

3(43)

22 (32,83)
0

3 (4,5)

19 (28,35)
4(6)

16 (23,8)

;l (%)
4(59)

41 (61,2)
22 (32,9)
23 (34,32)
22 (32,8)
23 (34,3)

23 (34,32)
16(23,8)

12 (18%)
9 (13,5)
3(4,5)

19 (28,3)
18 (26,8)
22 (32,8)

23 (34,3)
30 (44,7)

11 (16,4)

45 (67,1)
0

5(7,4)
40 (59,7)
20 (29,8)
23 (34,3)

0,46

0,46

0,49

0,22

0,49

0,52

0,04

<200

Figure 2: Fréquence de I'amplification de I'EGFR
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Figure 3 (EGFR IHC X40) : marquage membranaire
avec renforcement cytoplasmique, A, score hirsch<200,
Bscore Hirsch>200

Données cliniques

51.47% (35/ 67 cas) des patients qui ont bénéficié
d’'une biopsie stéréotaxique et 47 % (32/67 cas) ont
subi une exérese totale.

Prédominance masculine avec un taux de 57.35%
(39/ 67 cas) et un ratio de masculinité de 1.4%. La
médiane d'age était de 64 ans avec des extrémes de 47
ans et 81 ans.

La symptomatologie clinique a été dominée par trois
symptomes : le déficit neurologique 22% (15 sur 67
cas), les crises convulsives 15% (10 /67 cas) et les
céphalées 18 % (12/ 67 cas).

Données radiologiques

La localisation hémisphérique gauche a été
prédominante 41,7% (28 /67 cas), la répartition en
fonction du lobe atteint et par ordre décroissant : lobe
frontal 19,4% (13/67 cas), le lobe pariétal 17,9% (12/67
cas), lobe temporal 7,46% (5/67 cas) et enfin le lobe
occipital a 1,49% (1/67 cas). Le GBM a été unifocal
dans 82, 08 % des cas (55/67 cas), multifocal dans
16.42% des cas (11/67 cas).

Données histologiques

L’histo-morphologie a été dominée par le phénotype
astrocytaire non gémistocytique 64.71% de cas (44/67
cas). La nécrose palissadique a été retrouvée dans 53%
des cas (36/67 cas)

Données immuno-histochimiques
Limmuno-positivité de la GFAP a été retrouvée dans
91.18% dans cas (62/67 cas), I'0lig2 était positif dans
88.24% des cas (60/68 cas).

L'ATRX n‘était pas perdu chez 100% des patients (67/67
cas). La P53 était <10% dans 59,7% des cas (40/67
cas).La médiane de la fraction de prolifération a été de
30%.
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L'amplification de I'EGFR a été retrouvée dans 33 %
(22 patients).

Notre objectif était d'évaluer la surexpression du statut
de I'EGFR par immunohistochimie dans le GBM IDH wild
type et intégrer ce biomarqueur dans le diagnostic des
gliomes de haut grade de l'adulte pour permettre une
meilleure prise en charge thérapeutique de ce type de
cancer.

L'EGFR est un proto-oncogene et une protéine anti-
apoptotique qui stimule la prolifération cellulaire (Wee et
Wang, 2017). L'altération la plus courante de I'EGFR est
I'amplification. Elle a été retrouvée jusqua 40 % des GBM
de novo, elle est exceptionnelle dans les formes
secondaires. Cette amplification identifiée comme un
marqueur d’intérét pronostique dans la version OMS 2016
des tumeurs du systéme nerveux central, est devenu un
biomarqueur diagnostique des GBMs dans la nouvelle
révision (OMS 2021) [6]. L'amplification de ce géne a été
rapportée dans 26,15% dans la population marocaine
(Senhaji et al, 2017), 24% dans la population tunisienne.
Elle est estimée a (44%) en Italie, (53%) en Espagne et au
Portugal (Trabelsi et al, 2017 ; Franceschi et al, 2015 ;
Benito et al, 2010 ; Viana-pereira et al, 2008) [7,8]. Dans
notre population elle est retrouvée dans 33% des GBMs
IDH wild type. Cette fréquence est intermédiaire entre les
données des pays maghrébins limitrophes et sud-
européennes.

Dans notre série, les GBMs EGFR amplifié concernent
essentiellement les patients de sexe masculin (ratio de
masculinité1.3), de plus de 55 ans avec une médiane d’age
de 64 ans, une localisation unifocale temporo-pariétale
hémisphérique gauche et un phénotype astrocytaire non
gémistocytique, sans infiltrat lymphocytaire périvasculaire.
Le ratio de masculinité rapporté dans la littérature est au-
dessus du notre et varie de 1,5 a 1,8 mais ceci est
probablement lié a la taille échantionnalle [1].

Le profil IHC se caractérise par une immuno-positivité des
anticorps GFAP, Olig2, une conservation de I'ATRX et un
marquage nucléaire faible a modéré de la P53. La fraction
de prolifération est élevée dépassant les 30%.
Actuellement la terminologie « GBM » se limite aux
astrocytome diffus de grade 4 IDH wild type de I'adulte [6].
Il est situé au niveau de la substance blanche sous-
corticale et la substance grise profonde des hémispheres
cérébraux. Dans une série de 987 glioblastomes de I'hopital
universitaire de Zurich, les sites les plus fréquemment
touchés étaient le lobe temporal (31% des cas), le lobe
pariétal (24%), le lobe frontal (23%), et le lobe occipital
(16 % des cas) ceci concorde avec les données de notre
série [5]. La symptomatologie est rapide mais manque de
spécificité, elle associe : des déficits neurologiques focaux,
crises convulsives, des signes d'HIC et des céphalées [9].
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Le diagnostic histologique du glioblastome est basé sur
I'identification de I'organisation tissulaire plutot que sur des
types de cellules spécifiques associant des cellules gliales
anaplasiques, une activité mitotique élevée et une
prolifération vasculaire avec ou sans nécrose. La
composante  gémistocytique  caractérise les GBMs
secondaires [5]. Dans notre série les GBMs EGFR amplifié
associe rarement une composante gémistocytique > a 20%
(4,4%-03 cas).

La réaction lymphocytaire au niveau des glioblastome est
variable mais surtout rare, c’est le cas de notre série elle
n‘a été notée que dans (4,5% des cas) et la place d'une
immunothérapie reste a discuter. Le manchon
périvasculaire caractérise les GBMs avec composante
gémistocytique. Elle est composée de lymphocytes T CD8+
de fagon prédominante [5].

L'expression de la GFAP dans notre série était de 91,2%,
effectivement les GBMs expriment souvent la GFAP avec
des degrés de réactivité variable. Celle-ci est intense dans
les formes avec composante gémistocytique, absente dans
les formes avec une inflexion sarcomateuse dont la
fréquence de I'amplification de 'EGFR est faible (5%).

Dans les GBMs, la mutation P53 est estimée entre (20 et 40
%), elle caractérise essentiellement les GBMs IDH mutés
[10]. L'association entre Iimmuno-positivité de I'anticorps
P53 et le statut de la mutation TP53 est controversée en
neuro-oncologie. Dans les GBMs elle est considérée comme
modérément sensible et hautement spécifique avec un
cutoff de 10 % de cellules positives et un marquage
d'intensité élevée [11]. Dans notre série, la fréquence Des
GBMs dont la P53 est considérée positive est de 35,5 %
(24 cas) dont 06 % seulement sont EGFR amplifiés ce qui
concorde avec les données publiées.

Une classification  histo-moléculaire  pertinente  est
nécessaire pour un diagnostic optimal des glioblastomes.
L'identification de marqueurs moléculaires notamment
I'amplification de I'EGFR est devenue essentielle pour
affiner la stratification des gliomes, rationnaliser leur prise
en charge et améliorer la prédiction de la réponse au
traitement. Elle permettra d'établir des groupes
moléculaires avec un algorithme thérapeutique spécifique
pour notre population.
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