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Introduction

Les tumeurs cérébrales se développent au dépend du cerveau et des structures
anatomiques voisines notamment les méninges et les nerfs craniens. Selon 1’organisation
mondiale de la santé (OMS), les tumeurs cérébrales représentent 5% de I’ensemble des
cancers de I’adulte et 25% de ceux de I’enfant. En terme d’incidence elles sont classées 17°m®
au niveau mondial et 4°™ en Algérie (World Health Organization, 2012). Elles sont

principalement classées selon leur type histologique.

Les méningiomes représentent 30% de I’ensemble des tumeurs cérébrales primitives, et
sont le deuxiéme type histologique le plus fréquent apres les gliomes. Ils sont principalement
retrouvés chez le sexe féminin et ils sont répartis en trois grades histologiques selon le degré
de malignité. lls se développent a partir des cellules arachnoidiennes, qui subissent des
modifications génétiques conduisant a un phénotype tumoral (Fonkem et al., 2016).

Plusieurs molécules entrent en jeux dans le développement tumoral caractérisant ainsi
les biomarqueurs tumoraux, qui sont par définition des molécules caractéristiques d’un
phénotype tumoral par rapport a leur contrepartie normale. (Martin et al., 2005). Tout
biomarqueur doit étre analysé et évalué en fonction de I’intérét qu’il peut présenter sur le plan
diagnostic ou pronostic (Bast et al.,, 2001), permettant ainsi 1’établissement d’une
classification moléculaire indispensable pour progresser vers des traitements ciblés et
efficaces (Martin et al., 2005). Dans ce but, plusieurs techniques de détections sont utilisées,

essentiellement I’immunohistochimie.

Notre choix s’est porté sur la p53 et le récepteur de la progestérone en raison de leur
implication dans le développement tumoral. La p53 est retrouvée dans plus de 50% de
I’ensemble des tumeurs, sa forme sauvage est considérée comme étant un géene suppresseur de
tumeur responsable du contrdle du cycle cellulaire et de I’induction de 1’apoptose (Freed-
Pastor et Prives, 2012). Le récepteur de la progestérone est quant a lui principalement
retrouvé au sein des tumeurs mammaire de bas grade dont I’origine embryonnaire est la méme
que les méninges. Il est considéré comme oncogéne et sa forme sauvage est impliquée dans la

croissance cellulaire (Li et al., 2004).

La présente étude vise a évaluer la répartition des méningiomes selon 1’age, le sexe, le
grade histologique et a déterminer 1’intérét de la p53 et du récepteur de la progestérone (RP)

dans le pronostic des méningiomes. Le présent manuscrit est réparti en deux parties. Dans un
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premier temps nous avons synthétisé une revue bibliographique qui apportera des rappels sur
I’anatomie du systéme nerveux central, le développement tumoral et des tumeurs cérébrales,
ainsi que des données concernant les biomarqueurs. Par la suite, nous avons présenté la partie
expérimentale, réalisée au sein du service d’anatomie pathologique du centre hospitalo-
universitaire de MUSTAPHA BACHA d’Alger. Elle se compose d’une étude
épidémiologique et d’une étude immunohistochimique réalisée sur des coupes de tissus
tumoraux. Enfin, nous avons conclus ce travail par la présentation des différents résultats

obtenus et leurs discussions, ainsi que les perspectives qui en découlent.
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1.1- LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL:

1.1.1- Anatomie du Systeme Nerveux Central:

Le systeme nerveux central (SNC) est le siége de la coordination des actions avec
I’environnement extérieur. Il regoit, enregistre, interprete les signaux qui proviennent de la
périphérie, et organise les réponses a transmettre. Il est constitué de deux parties
fondamentales; I’encéphale et la moelle épiniere, qui se développent tous les deux a partir du
tube neural. lls sont parcourus par des cavités appelées ventricules et remplies de liquide

céphalorachidien (Purve et al., 2005).

Cerveau
Diencéphale
Mésencéphale

Pont
Cervelet

Bulbe

Moelle

t Renflement
\ cervical
L LN

Figure 1: Anatomie du systéme nerveux central (Purve et al., 2005).
1.1.1.1- Encéphale: L’encéphale est formé de plusieurs structures anatomiques:

Cerveau: Appelé aussi cerveau antérieur, il est le siege de la régulation de toutes les
fonctions vitales et assure les fonctions motrices et cognitives (Ben Amar et Leonard,
2009). Il est subdivisé en :
= Télencéphale : il correspond aux deux hémispheres cérébraux droit et gauche. Sa
surface externe est constituée d’une substance grise formée de neurone amyélinisés
.Cette couche superficielle est appelée le cortex cerébral (Purve et al., 2005).
= Diencéphale: Cette partie du cerveau est recouverte en presque totalité par les deux
hémispheres cérébraux. Elle est reparti principalement en thalamus et hypothalamus
(Purve et al., 2005).
Tronc cérébral: On appelle collectivement tronc cérébral 1’ensemble formé par le bulbe

rachidien, le pont et le mésencéphale. Il est impliqué dans une multitude de fonctions parmi
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lesquelles, le contr6le du rythme cardiaque, de la pression artérielle et de la respiration
(Crossman, 2004).

Cervelet: Le cervelet se situe a la base du cerveau et s’étend sur la majeure partie dorsale du
tronc cérébrale. 1l joue un rdle primordial dans la coordination et la planification des

mouvements (Genong et Jobin, 2005).
1.1.1.2- Moelle épiniére :

La moelle épiniére est située dans le canal rachidien. Elle est subdivisée en quatre
régions : cervicale, thoracique, lombaire et sacrée. Elle est constituée d’une substance grise
localisée dans la région centrale formée de corps cellulaires, et d’une substance blanche
localisée dans la périphérie formée de fibres nerveuse myélinisées de communication (Moore
et Dalley, 2006).

1.1.2- Histologie du Systéeme Nerveux Central:

Le SNC est constituée de cellules nerveuses appelées neurones et de leur prolongement
ainsi que de cellules de soutiens dénommeées cellules gliales, telles que, les astrocytes, les
oligodendrocytes, les ependymaires, et les microgliocytes. Il est recouvert et protéger par un

ensemble de cellules constituant les méninges (Prades et al., 1999).

e Neurones:

Les neurones sont organisés en trois zones, les corps cellulaire, aussi appelé «soma»
qui renferment un noyau, une chromatine dispersée et un cytoplasme. Les Dendrites qui sont
de nombreux prolongements généralement courts qui sont en contact avec les boutons
synaptiques d’autres neurones et captent les signaux chimiques. Les axones qui sont de grands
prolongements transmettant I’influx nerveux vers leurs parties terminales ou boutons

synaptiques (Purve et al., 2005).

o Cellules gliales: les cellules gliales sont constituées de cing types cellulaires :

= Les astrocytes : lls représentent les cellules les plus abondantes des cellules gliales,
elles sont volumineuses et ont de nombreux prolongements. Elles sont impliquées
principalement dans la formation de la barriere hémato-encéphalique (Sherwood et
Lockhart, 2006).
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Les oligodendrocytes : Ce sont les cellules de soutien qui produisent la myéline dans le
SNC, elle possede plusieurs prolongements cellulaires et myélinisent plusieurs axones
(Batterbury et al., 2005).

Les ependymaires : Ce sont des cellules de type épithélial qui tapissent les cavités du
cerveau et le canal central de la moelle épiniére, formant une couche de cellule cubiques
et ciliées au contact du liquide céphalorachidien. Leur fonction principale est la
sécretion du liquide céphalo-rachidien et favoriser sa circulation (Prugnolle et
Theoreau, 1996).

Les microgliocytes : Ce sont de petites cellules qui ont les mémes origines
embryonnaires que les monocytes et les macrophages. Elles assurent la protection des

cellules du systeme nerveux central (Renate, 2008).

e Les méninges:

Le cerveau et la moelle épiniére sont des organes fragiles, protégés d’une part par une

structure osseuse, le crane et d’autre part par trois membranes constituants les méninges: la

pie-mere et I’arachnoide qui représentent les leptoméninges et la dure-mere (Goffinet, 1994).

La dure-meére: C’est la membrane la plus externe, trés résistante, elle est formée d’un

tissu conjonctif et fibreux et est constituée de deux feuillets : le feuillet externe adhérant a

I’os du crane et le feuillet interne tapissé de cellules conjonctives aplaties (Goffinet,
1994).

L’arachnoide: C’est une membrane intermédiaire mince et non vascularisée, adhérant a

la face interne de la dure-mere. Elle est séparée de cette derniere par un espace sous
durale et de la pie-meére par un espace sous arachnoidien permettant la circulation du
liquide céphalorachidien (Goffinet, 1994).

La pie-mére: Elle représente la membrane la plus interne, fine et vascularisée et formée
d’un tissu conjonctif, adhérant au SNC (Goffinet, 1994).
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) Villosités
Dure-meére i 12-mé :
. arach.nptdtennes pp—— Pie-mére pro mere

Arachnoids

~_ Dure-mére
Arachnoide
Espace sous
arachnoidien

" Pie-mére

" Artére

Cortexe cérsbral
"~ Substance blanche

Figure 2 : Les méninges. En haut, a gauche, vue médio-sagittale montrant les trois couches des
méninges par rapport au créne et a I’encéphale. A droite, agrandissements montrant les détails (Purve
etal., 2012).

1.2- TUMEUR ET TUMOROGENESE:

Une tumeur est la conséquence de la multiplication incontrdlée des cellules saines de
I’organisme. Ces cellules sont transformées du fait de I’accumulation d’altérations génétiques
dues a une pression ou non environnementale. Ces altérations engendrent 1’activation
d’oncogénes et/ou I’inactivation de genes surpresseurs de tumeurs, affectant ainsi
I’homéostasie cellulaire (Sanson et Taillibert, 2004). Tous ces évenements ont pour
conséquence I’initiation d’un processus néoplasique (Hanahan et Weinberg 2011) qui se

caractérise par :

Indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération

Insensibilité aux signaux antiprolifératif
- Acquisition d’une résistance a 1’apoptose
- Potentiel illimité de réplication

- Stimulation de I’angiogenese

- Pouvoir d’invasion et de dissémination
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La cellule tumorale se développe au dépens de 1’organe d’origine et peut engendrer
deux types différents: des tumeurs bénignes ou malignes. Les premieres ne sont pas
cancéreuses, en d’autres termes elles sont localisées et ne sont pas agressives; les secondes
sont dites cancéreuses et peuvent notamment se développer a partir de tumeurs bénignes et
ont la capacité d’envahir toute la région d’origine et sont aussi potentiellement métastatique
(Lacave, 2005).

1.2.1- Familles des génes impliquées dans la tumorogéenese:

1.2.1.1- Oncogénes:

Les oncogenes sont des versions altérées de genes (proto-oncogenes) qui sont
impliqués dans la prolifération ou la croissance cellulaire. lls agissent de maniére dominante,
en d’autres termes une seul copie est nécessaire a leur activité. C’est le cas notamment du

récepteur de la progestérone (RP) (Larsen, 2005).

v Récepteur de la progestérone (RP):

La protéine RP appartient & la famille des récepteurs nucléaires, dont le role est
I’activation de la transcription des geénes cibles, dépendante de la liaison & son ligand,
principalement la progestérone. Elle est codée par Le gene humain PGR, et est localisé sur le
chromosome 11¢2.27 et possede deux isoformes principales PRA et PRB, transcrits a partir
de deux promoteurs alternatifs. Ces deux isoformes possédent des domaines d’activation de la
transcription différents et coexistent de maniere équilibrée, pour permettre le controle
physiologique de 1’action de la progestérone. La RPA possede deux fonctions d’activation de
la transcription appelées AF1 et AF2, alors que la RPB & une fonction d’activation
supplémentaire qui est la AF3 (Li et al., 2004).

i 933
AF-3 AF-10 LBD/AF-2 } PR-B
165 933

AF-1 LBD/AF-2 } PR-A

Figure 3: Structure du RP. Le RP existe sous deux isoformes (RPA et RPB) qui sont transcrits a
partir d’un seul géne. DBD: domaine de liaison a I’ADN; LBD: domaine de liaison du ligand (Cui et
al., 2005).
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- Meécanisme d’action de RP:

En L’absence du ligand, le récepteur RP est localisé dans le cytoplasme de la cellule
associe a des protéines chaperonnes de choc thermique heat shock protein (HSP). Une fois lié
a son ligand, la PR se dissocie des protéines HSP et transloque vers le noyau ou il se dimerise
et se lie & des séquences spécifique de I’ADN, appelées PREs (Progestérone Responsive
Eléments) localisées dans la région promotrice des génes cibles, entrainant une cascade
d’interaction protéine-protéine aboutissant a 1’initiation de la transcription (Sainsbury et al.,
2015). Toutefois I’action de RP peut étre non génomique et passe par 1’activation des voies de
signalisations des MAPK, Ras/Raf1 et celle de JAK/STAT (Figure 4) (Kramer et al., 2005).

L’implication du récepteur de la progestérone dans le développement des cellules
cancéreuses mammaires a €té rapportée par plusieurs études. En effet la régulation de la
transcription des génes cibles de RP est altérée et I’expression de ’oncogénes MYC est
induite. Celui-ci joue un role dans la prolifération et la différenciation (Giulianelli et al.,
2013). Le RP, par ses voies de signalisations non génomiques (Ras/Erk, PI3K/Akt, et
JAK/STAT), et stimule la prolifération des cellules cancéreuses mammaires (Kim et al.,
2013).

Progestérone

MAPK/PIBK/ JAK/STAT
Ras/ Raf1/ MEK/ ERK

Cytoplasme
Transcription
des génes cibles

Figure 4: Mécanisme d’action du récepteur de la progestérone nucléaire. RP (Récepteur de la
progestérone), HSPs (Protéines de choc thermique), Pol 1l (ARN polymérase I1), PRE (Eléments de
réponse a la progestérone). RP, en absence de ligand, est localisé dans le cytoplasme et est associé au
HSPs Suite a la liaison du ligand, PR se dissocie de ces derniers, se dimérise et transloque dans le

noyau (Sainsbury et al., 2015).
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1.2.1.2- Genes suppresseurs de tumeur:

Les génes suppresseurs de tumeur sont responsables de la régulation négative de la
croissance cellulaire. lls sont impliqués dans I’inhibition du cycle cellulaire et 1’induction de
I’apoptose. La perte de leur expression et de leur fonction, est due a une altération touchant

les deux alléles. Le gene TP53 en est I’exemple le plus connus. (Bignon et al., 2005).
v TP 53:

Le gene TP 53 se situe sur le chromosome 17p13.1 et code la protéine p53 qui est
composé de quatre domaines: un domaine de transactivation, un domaine de liaison a I’ADN,
un domaine de tetramérisation et enfin un domaine de régulation C-terminal (Figure 5). Plus
de la moitié des tumeurs présentent des mutations au sein de ce locus. De ces mutations 90%
sont localisées au niveau de la région codant le domaine de liaison a I’ADN et 75%

correspondent a des mutations faux sens (William et al., 2012).

-
(o}

R248 R273

R175

a2 R249

R282
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Figure 5: Structure de la p53 avec la fréquence des mutations faux-sens. Les barres verticales
représentent la fréquence et la localisation des mutations. Le domaine TAD représente le domaine de
trans-activation; le domaine DBD représente le domaine de liaison a I’ADN, le domaine OD
représente le domaine tétramérisation ; CTD est le domaine de régulation c- terminal. (William et al.,
2012)

La protéine p53 non mutée joue le r6le de suppresseur de tumeur. Induite en condition

de stress cellulaire, par des dommages de I’ADN, elle agit comme facteur de transcription des
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protéines inhibant le cycle cellulaire et induisant 1’apoptose (figure 5) (Petit jean et al.,
2007). Ca forme mutée est caractérisée par une demi-vie plus longue et une meilleure
stabilité. Cependant, elle ne réalise plus ¢a fonction de facteur de transcription ce qui entraine

une division cellulaire incontrolé. Autrement dit, ’ADN est répliqué malgré la présence de
dommages (William et al., 2012).

Nuclear E e,
uclear Export, , :
Ubiquitination € @ @ <«——(Chk2

&

———» Apoptose

—
~—
fopold GRCAD §8330) fepring) EADDSS) (p21°%)
Nuclear
Exclusion
i " cde2 )i —
i 'sz_e.u ————=Cyclin BaSmggy, Mp §
‘Gﬁ,eﬁ:"i'l"""' N&
‘v'

— Activation direct; T Stimulation de la transcription; —— inhibition direct

~ 1 Inhibition de la transcription ; ---- Inhibition possible

Figure 6: Mécanisme d’action de la protéine 53. Des dommages de I’ADN induisent 1’activation
des kinases ATM/ATR qui vont phosphorylé la p53. Une fois activée elle se détache de mdm2 et
induit I’expression de facteurs tels que p21, GADDA45 qui provoquera I’arrét du cycle cellulaire, par
I’inhibition des cdc2/cycline B. la transcription de Bim et Bax induira I’apoptose (Adapté de cell

signaling technology, 2016).
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1.2.1.3- Genes du maintien de ’intégrité :

Appeler aussi genes «caretakers», ils sont responsables du controle de la stabilité et de
I’intégrité du génome, ils permettent ainsi, la transmission fidéle de 1’information génetique
de la cellule vers ses descendantes. Un déficit au niveau de I'un de ces génes entraine
I’accumulation des mutations favorisant I’apparition de cancers. (Scotté et al., 2008).

1.2.2- Apparition d’une tumeur:

L’apparition d’une tumeur est pergue depuis plusieurs années comme un processus a
étapes multiples mettant en jeu plusieurs altérations génétiques successives. Selon la théorie
de Knudson, deux altérations initiales sont d’abord nécessaires a 1’apparition d’une cellule
tumorale, Toutefois de nombreuses données indiquent que certaines tumeurs pourraient
provenir d’une cellule unique non différenciée, appelée cellule souche cancéreuse. Celle-ci
aurait subi plusieurs modifications génétiques aboutissant a un processus néoplasique (Marx,
2003).

Bien que ces deux théories ne soient pas mutuellement exclusives, elles seront abordées

distinctement afin d’en souligner les caractéristiques.

v" Théorie de Knudson:

Appelée two-hit hypothesis, cette théorie suggére qu’une mutation unique n’est pas
suffisante pour initier un processus néoplasique. Un second évenement génétique sur le méme
géne est nécessaire a I’initiation de ce processus. La premiére mutation peut étre soit hérité
expliquant ainsi I’apparition précoces de certaines tumeurs, ou bien acquise et donc une

apparition plus tardive (Knudson, 1971).

v" Théorie des cellules souches cancéreuses :

La théorie des cellules souches cancéreuses s’est développée avec 1’idée qu’une tumeur
se comporte comme un organe. Les organes se développent et se renouvélent grace a un pool
de cellules souches bien distinctes. La croissance des tumeurs et le maintien de leur
hétérogénéité pourrait étre ainsi entretenue par les cellules souches cancéreuses. Ces cellules,
trés rares, présentent par ailleurs une résistance a l'apoptose et aux différents traitements anti-
tumoraux, ce qui expliquerait 1’agressivité et les récidives de certaines tumeurs (Rivera et al.,
2011).
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1.2.3- Développement tumoral:

Le développement tumoral passe principalement par trois phases, I’initiation, la
promotion et la propagation.
1.2.3.1- La phase d’initiation:

L’initiation est la premiére phase de la tumorogenése. Elle concerne une seule cellule
qui initie un processus néoplasique. De plus elle peut étre déclenchée par des facteurs
endogenes tels que, les mutations héréditaires présentes au niveau des cellules germinales, ou
exogenes tels qu’une exposition prolongée a des agents mutagenes: chimiques (ex: les additifs
alimentaire, I’amiante... etc), physiques (les radiations ionisantes, UV... etc) ou biologiques
(les virus et les bactéries). Ces facteurs interagissent avec le génome, et induisent des
mutations irréversibles aboutissant & une activation d’oncogene et ou une inactivation des
genes suppresseurs de tumeur (Poupon, 2005).

1.2.3.2- La phase de promotion:

C’est la deuxiéme phase de la tumorogenese, elle débute quand un promoteur stimule
la prolifération des cellules initiées et que celles-ci donnent naissance a un clone qui continue
de croitre jusqu’a atteindre une tumeur histologiquement détectable et localisée, mais toujours

dépendante des signaux de prolifération extra cellulaire (Poupon, 2005).

De multiple facteurs aussi bien endogénes tels que les hormones (progestérone) et les
facteurs de croissance, qu’exogénes stimulant la croissance cellulaire, entrainent une
amplification de I’instabilité génomique et participent donc a la promotion de la cellule initiée
(Patrick et al., 2005).
1.2.3.3- La phase de propagation:

Pendant cette troisieme phase, les Iésions précancéreuses continuent a croitre et a se
développer malgré I’absence de stimuli externe, étant donné que leur prolifération est devenue

autonome, du fait de I’accumulation de certaines mutations (Poupon, 2005).

L’augmentation du volume de la tumeur induit une hypoxie et un appauvrissement en
nutriments, 1’une des réponses a cet état, peut-étre I’enclenchement du processus
d’angiogenése, une des voies de la dissémination métastatique (Poupon, 2005). Celle-ci se
décompose en plusieurs évenements : 1’angiogenese et les étapes de migration cellulaire.

Chacun de ces événements nécessite I’acquisition par la cellule des aptitudes particulieres
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(mobilité, protéolyse). Néanmoins de nombreux mécanismes sont impliqués dans la mort des
cellules métastatiques circulantes: le stress mécanique de la circulation sanguine, la toxicité de
la concentration en oxygeéne sanguin qui est supérieure a la concentration intra-tumoral, sans

oublier I’implication du systéme immunitaire (Patrick et al., 2005).
v' L’angiogenése:

L’angiogenése tumorale correspond a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
destinés a répondre aux besoins nutritionnels et en oxygéne de la tumeur. Ce mécanisme est

dépendant de la balance pro-angiogenique et anti angiogenique (Lu et Kang, 2010).

Le faible niveau d’oxygéne intra tumoral déclenche la sécrétion de facteurs, qui
induisent la germination et le chimiotactisme des cellules endothéliales en direction de la

masse tumorale.

Au sein de I’environnement hypoxique de cette derniére, le facteur hypoxia-inducible
factor 1 (hif-1) est exprimé et induit I'expression de plusieurs genes codant des facteurs pro-
angiogéniques, Comprenant le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) qui induit la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Sakurai et Kudo, 2011).

v La migration cellulaire:

La migration cellulaire passe par plusieurs étapes nécessitant une transition épithélio-

mesenchymateuse ainsi que 1’intervention de nombreux facteurs tels que les chimiokines :

» Transition épithélio-mesenchymateuse:

L’acquisition de la capacité de mouvance des cellules tumorales qui implique la perte
d’adhérence aux cellules voisines est un processus appelé «transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT)». Celui-ci découle de D’action du facteur HIF qui induit
I’augmentation de I’expression des répresseurs des E-cadhérines, responsables du maintien de

I’intégrité et de la polarité épithéliale (Lu et Kang, 2010).
> Mobilite cellulaire:

La mobilité cellulaire peut étre considérée comme la somme d’éveénements conduisant

a un mouvement d’un corps cellulaire dans son environnement.
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L’acquisition d’un phénotype polarisé, avec un front de migration et une zone arricre
est I’une des conséquences de la transition epithélio-mesenchymateuse, suivis de 1’action des
intégrines sur le cytosquelette d’actine. Cette polarité est accompagnée par la formation de
protrusions cellulaires appelées pseudopodes. En effet, les intégrines sont essentielles car,
elles assurent I’adhésion a la matrice extracellulaire, mais aussi, elles régulent la signalisation

intracellulaire responsable de I’organisation du cytosquelette (Lu et Kang, 2010).

> Intravasation:

L’angiogenése tumorale est caractéris¢é par une organisation et des dimensions
vasculaires anarchiques ainsi qu’une perméabilité vasculaire accrue. Ce qui contribue au
risque d’intravasation (Poupon, 2005). Mais aussi 1’augmentation de 1’expression des
métalloproteases (MMP) qui induisent une dégradation de la lame basale et par la méme

favorise la perméabilité vasculaire et intravasculaire (Xie et al., 2016).

» Circulation, arrét et extravasation :

Une fois I’intravasation effectuée, les cellules tumorales sont transportée dans la
circulation sanguine ou lymphatique a distance de la tumeur primitive, jusqu’au niveau de
I’endothélium de 1’organe cible. Cette étape ne se fait pas de fagon aléatoire suggérant que ces
cellules tumorales ne se développent que dans des sites qui leur sont favorables, on parlera
alors de tropisme cellulaire (Méjean et Lebert, 2008). Cependant d’autres théories expliquent
ce phénomene de homing, par I’implication du récepteur CXCR4 et son ligand CXC12. Les
cellules souches hématopoiétique qui expriment le CXCR4, sont recrutées vers la moelle
osseuse ou est exprimé le CXCL12 (Sarvaiya et al., 2013). Des études suggérent que les
métastases du cancer du sein qui expriment le récepteur CXCR migrent vers des organes ou
I’on retrouve une expression élevée de CXCL12 (Muller et al., 2001). Dés que 1’endothélium
de I’organe cible est atteint, la cellule tumorale effectue une extravasation nécessitant les
mémes propriétés qu’a ’intravasation (Lu et Kang, 2010). Dés lors les cellules tumorales
peuvent rester en dormance (en phase GO) pendant plusieurs mois ou années, ou bien
proliférer directement induisant la formation de micrométastases pré-angiogéniques qui se

développent jusqu’a ce qu’elles atteignent un stade cliniqguement détectable.
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1.3- LES TUMEURS CEREBRALES:

Les tumeurs primitives du SNC sont des néoplasies dérivees des cellules neuro-
ectodermiques (Wager et al., 2005). Elles représentent un ensemble hétérogene de maladies
de caractérisations complexes et de fréquences variables. Leur incidence est estimée a pres de
17/100 000 personnes par ans. Elles constituent la troisieme cause de déces pour le groupe de
15 & 34 ans et représentent 25 % des cancers pediatriques (World Health Organization,
2012). Les tumeurs cerébrales sont actuellement identifiées suivant la classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Tableau 1), crée a I’origine en 1965 et
fréquemment remise a jour. Malheureusement, cette classification, qui se base essentiellement
sur des criteres histologiques et des degrés de malignité, est assez subjective et fait totalement
abstraction des aspects génétiques des tumeurs. Ainsi, le développement d’une classification

moléculaire plus précise est de plus en plus envisagée (Gorlia et al., 2008).

Dans la version 2007 de la classification de I’OMS, quelques modification ont été
apportées, pour mieux définir la signification biologique de chaque grade (Louis, 2007 ;
Brat, 2008) :

» Grade | : est attribué aux tumeurs circonscrites & croissance lente et dont I’exérése
chirurgicale compléte permet la guérison (exemples: astrocytome pilocytique,
gangliogliome).

» Grade Il: il correspond aux lésions tumorales infiltrantes de bas grade de malignité
ayant tendance a récidiver aprées cure chirurgicale (exemple : astrocytome fibrillaire,
oligodendrogliome, méningiome atypique)

> Grade IlI: il représente les tumeurs histologiquement malignes et nécessitantes des
traitements agressifs.

» Grade IV: correspond aux tumeurs qui, spontanément, sont d’évolution rapidement

fatale (glioblasstome, médulloblastome).

Les tumeurs cérébrales les plus fréquemment rencontrées sont les méningiomes et les
glioblastomes représentant suivant les bases de données entre 28.5% et 33.6% pour les
méningiomes et entre 17% et 27.7% pour les glioblastomes de 1’ensemble des tumeurs

primitives cérébrales (Bauchet, 2007 ; Loiseau, 2009).
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Tableau I: Classification simplifiée des tumeurs du systéme nerveux central selon ’OMS
adapté de (Louis et al., 2007).

e Tumeurs astrocytaires

e Tumeurs oligodendrogliales
e Tumeurs oligoastrocytaires
e Tumeurs épendymaires
Tumeurs neurogpitheliales e Tumeurs des plexus choroides

e Tumeurs neuronales glioneuronales
e Tumeurs de la région pinéale

e Tumeurs embryonnaires

e Schwannome

Tumeurs des nerfs craniens e Périneuriome

et spinaux e Tumeurs maglines des gains nerveuse

e Tumeurs des cellules méningées

e Tumeurs mésenchymateuses

Tumeurs des méninges e Hemingiopéricytome

e Tumeurs mélanocytaires et melaniques primitives

e Hémangioblastomes

L’intérét de ce travail sera basé exclusivement sur les méningiomes

1.3.1- Les méningiomes :

Les méningiomes sont des tumeurs primaires du SNC fréquemment bénignes, qui se
développent a partir des cellules arachnoidiennes des leptoméninges. Elles représentent 30 %
des tumeurs cérébrales chez 1’adulte, avec une prédominance chez la femme et un sexe ratio
H/F de 0,5 (Fonkem et al., 2016). Plus de 90% des méningiomes sont sporadiques et
rarement associés a des facteurs héréditaires (Smith, 2015).

Selon I’organisation mondiale de la santé les méningiomes peuvent étre divisés en trois
grades histologiques : grade 1 (bénin), grade 2 (atypique) et grade 3 (anaplasique), regroupant
chacun différents sous-types (Tableau Il) (Louis et al., 2007).
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Tableau Il: Classification histologique des méningiomes selon ’OMS 2007 (Louis et al.,
2007).

Grade Sous-type histologique

¢ Meningotheliomateux
e Fibroblastique ou fibreux
e Transitionnel ou mixte

e Psammomateux

Méningiomes bénins * Angiomateux

(WHO grade I) e Microkystique

e Sécrétant
¢ Riche en lymphoplasmocytes

o Métaplasique

e Chordoide
Méningiomes atypiques  Acellule claire
(WHO grade I1) . Atypique
e Papillaire
Méningiomes anaplasiques e Rhabdoide

(WHO grade I11) e Anaplasique ou malin

1.3.1.1- Critéres histologique de certains méningiomes:

+ Grade I de POMS (Louis et al., 2007) :

Plusieurs types architecturaux cellulaires sont définis au sein de ce groupe. Les quatre
types les plus fréquents sont les méningiomes méningothéliomateux, fibroblastiques et

transitionnels.
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e Meéningiomes méningothélials: ils sont formés par des plages de cellules
meningotheliales entourées par un tissus fibreux plus ou moins abondant et sont
caractérisés par :

- Un noyau rond ou ovale avec une chromatine fine possedant des inclusions.
- Des membranes cellulaires mal délimitées.

- Des pleomorphismes cellulaires.

- Présence de cellules géantes avec noyau unique ou multiple.

e Meéningiomes fibroblastiques : ils sont composés de faisceaux de cellules allongées
ressemblant aux fibroblastes, caractérises par des noyaux ronds ou ovales avec de
rares inclusions nucléaires et un stroma riche en collagéne et réticuline.

e Meéningiome transitionnel : ce type de tumeur a les caractéristiques histologiques
des méningiomes méningothéliaux et fibroblastiques, ajoutant a cela la présence de
nombreux enroulements cellulaires ou whorls et des calcifications concentriques.

e Meéningiomes psammomateuxs : ce type de tumeur est caractérisé principalement
par :

- Larichesse en corps psammeux.

- Richesse en calcosphérites.

- Un stroma contenant une substance amyloide.
% Grande II de ’OMS (louis et al., 2007) :

e Meéningiome Atypique: Ces tumeurs dérivent des tumeurs bénignes décrites ci-
dessus. Les classifications de I’OMS de 2000 et de 2007 permettent de conclure a un
meningiome atypique si I’on retrouve les critéres suivants :

- Plus de 4mitoses pour 10 champs (x400).

- Cellularite élevée.

- Rapport nucléo cytoplasmique élevée.

- Nucléoles proéminents.

- Perte de I’organisation et de I’architecture tissulaire ainsi qu’une nécrose.

+ Grade III de POMS :
e Meéningiomes anaplasiques :

Ce sont des tumeurs malignes ayant une anaplasie cellulaire caractérisée par :
- Une activité mitotique supérieure aux types atypique.

- Présence de 20 mitoses pour 10 champs (x400).
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1.3.1.4- Altérations génétique des méningiomes :

Les meningiomes sont caractérisés par des anomalies génétiques affectant
principalement les vois de transduction du signal et du contréle du cycle cellulaire. Les
mutations du gene neurofibromatose 2, ainsi que les altérations des chromosomes 9 et 14, sont

les plus retrouvé chez les méningiomes (Domingues et al., 2015).

e Le gene neurofibromatose 2 (NF2):

Le géne NF2 est localisé sur le chromosome 22q12.2 et code une protéine appelé
merline, impliquée dans la liaison des protéines de la membrane cellulaire au cytosquelette,

ainsi que dans la mobilité et la prolifération cellulaire (Pecina-salaus, 2013).

Les mutations du géne NF2 sont retrouvées dans 40 a 70% des méningiomes
sporadiques. Elles correspondent principalement a des insertions, délétions ou mutations non-
sens qui affectent la région d’épissage et ont pour conséquence une protéine tronqué non

fonctionnelle (Domingues et al., 2015).

La principale caractéristique des cellules dépourvues de 1’activité de la protéine merline

est la perte de I'inhibition de contacte (Pecina-salaus, 2013).

e Le chromosome 9:

Les pertes génétiques sur le chromosome 9p ont été rapportés dans 5-17 % de grades I,
18-52 % de grades I, et 38-74 % des grades Il (Choy et al., 2011).

Le réle du chromosome 9 dans le développement des méningiomes a été associé a trois
génes suppresseurs de tumeurs codées sur le chromosome 9p21: CDKN2A / pl6 Inka,
CDKN2A / pl4 et CDKN2B / p15 ARF. Les protéines codées par ces trois génes sont
connues pour jouer un réle important dans la régulation de I'apoptose et du cycle cellulaire ;
ainsi p16 et p15 régulent la progression du cycle cellulaire au point de contrdle G1 / S en
inhibant les complexes cycline - cdk, alors que, p14 régule I'apoptose en favorisant l'activité
de p53 par la régulation négative du proto-oncogene murin double minute 2 (MDM2) (Choy
etal., 2011).

e Lechromosome 14 :

La monosomie 14 est retrouvée dans 31% des grades |, 40-70% des grades Il, et 100%

des grades Ill. D’un point de vue pronostique cette anomalie est un indicateur de récidive .Le
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géne AKT1 est localisé sur le chromosome 14g32 et code une proteine Akt impliqué dans la
prolifération cellulaire, en phosphorylant p21 et p27 inhibiteurs de CDK et la survie cellulaire,
en inhibant des protéines pro-apoptotiques comme the -2-associated death promoteur (BAD)
(Hers et al., 2011; Brastianos et al., 2013).

I.4- LES BIOMARQUEURS:

Un biomarqueur ou encore appelé marqueur biologique est définit selon le National
Institute of Health comme «une caractéristiques biologique mesurée de fagon objective et
évaluée comme un indicateur soit de processus normaux ou pathologiques, soit de réponses

pharmacologiques résultant d’une intervention thérapeutique» (strambu et al., 2010).

Le terme de marqueurs biologiques a été formulé pour la lere fois en 1975 «Advances
in Cancer management». En 1980 Gross-Koln présentait les possibilités diagnostiques par les
marqueurs tumoraux pour des études transversales (Martin et Muracciole, 2005). Cependant,
les biomarqueurs ne sont pas un concept nouveau, leur utilisation a été connue par la
médecine dans le passé, la détermination de la glycémie pour le diabéte de type Il est un
exemple simple qui correspond a la définition d’un marqueur biologique, mais ils n’avaient

pas la méme dénomination et intérét actuelle (Adam et al., 2010).

Les biomarqueurs représentent aujourd’hui un domaine vaste et sont utilisés dans
plusieurs disciplines, entre autres dans 1’oncologie, 1’endocrinologie, et méme dans la
psychiatrie. Ils sont mesurables au niveau des tissus et des liquides biologique. Les

caractéristiques d’un marqueur tumoral idéal sont (Pierre et al., 2005):

e Application facile : dosage simple, reproductible.

e Détectabilité : le biomarqueur utilisé doit avoir une méthode de dosage permettant la
mesure d’une différence quantitativement significative.

e Sensibilité : permet de déceler seulement les sujets atteints.

e Spécificité : permet la détection du site atteint (spécificité d’organe).
1.4.1- Classification des biomarqueurs:

Les biomarqueurs sont classés selon leur intérét clinique et leur nature biochimique.
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1.4.1.1- Classification des biomarqueur selon leur intérét clinque:

Les biomarqueurs clinque sont classes selon leurs différents objectifs d’utilisation en

biomarqueur pronostic, biomarqueur physiopathologique et diagnostic, biomarqueur Prédictif

de I’effet thérapeutique, et biomarqueur prédictif de 1’effet pharmacodynamique (Tableau I11).

Tableau I11: Classification des biomarqueurs selon ’intérét qu’ils peuvent présenter sur le

plan clinique.

Application cliniques des

marqueurs

Objectifs d’utilisation

Référence

Biomarqueur pronostic

-Prédire 1’évolution de la
maladie
-Définir une population de bon

ou de mauvais pronostic

(Fraser et al., 2007 )

Biomarqueur
Physiopathologique et

diagnostic

-Expliquer les modifications
des fonctions de I’organisme ;
-Identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques

(Fraser et al., 2007 )

Biomarqueur Prédictif de

I’effet thérapeutique

-Définir une population
répondant a un traitement

spécifique ciblé ou non

(McShane et al., 2009)

Biomarqueur Prédictif de

I’effet pharmacodynamique

-Déterminer ’activité

biologique du traitement

(McShane et al., 2009)

1.4.1.2- Classification des biomarqueurs selon leur nature biochimique:

En fonction de leurs natures biochimiques, les biomarqueurs sont classé en

biomarqueur génomique et transcriptionnel, biomarqueurs proteomique, biomarqueurs

métalobolomique (Tableau 1V).
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Tableau IV : Classification des biomarqueurs selon leur nature biochimique.

Type Nature biochimique Intérét Référence

-Analyse qualitative et
quantitative des
séquences d’acides

nucléiques
(Marrer et Dieterle,

2007)

Génomique et -Corrélation entre une

transiptionnel ADN/ ARNm variation génétique et

une pathologie ou la
réponse a un

traitement

-Etudier les variations

des taux d’expressions

Ensemble de (Scaros et al., 2005)

proteomique des différentes

proteines protéines.

-Etablir le profil

d’expression des )
. . ) _ . (Marrer et Dieterle,
) _ Métabolite métabolites endogenes
métalobolomique . _ 2007)
endogenes issus des processus

biologiques.

I.4- IMMUNOHISTOCHIMIE :

L’immunohistochimie est une technique d’immuno-marquage utilisée principalement
en anatomie et cytologie pathologiques, qui permet d’étudier les tissus présentant des lésions
(Caulet-Maugendre, 1999). En cancérologie, cette technique permet I’identification et le
typage des cellules tumorales, grace a la mise en évidence de marqueurs de différentiation
specifique et a I’identification de produits d’anomalies moléculaires ou génetiques sur des
tissus préalablement fixés et paraffinés ou congelés, en utilisant des anticorps qui se fixe

spécifiqguement sur les motifs antigéniques de ces molécules (Droz, 2011).

Deux méthodes de marquage sont utilisées en immunohistochimie:
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e Meéthode directe: elle repose sur ’utilisation d’un seul anticorps spécifique couplé
a une moléecule de detection.

e Meéthode indirecte: elle consiste en 1’utilisation de deux anticorps 1I’un primaire qui
cible spécifiquement 1’antigéne et I’autre secondaire et couplé & une molécule de

détection.

Le choix de la technique de préparation des tissus pour une étude
immunohistochimique est déterminé en fonction des antigenes a révéler (Caulet-
Maugendres, 1999). En effet, certains antigénes ne peuvent étre étudiés que sur tissus
congelés, c’est le cas; notamment des immunoglobulines au niveau de la surface membranaire
des lymphocytes, étant donné leur destruction apres fixation et inclusion en paraffine. La
congélation peut se faire sur des tissus fixés ou de préférence frais non fixé (Caulet-
Maugendres, 1999). Toutefois, sur les tissus fixés et inclus dans la paraffine, la morphologie

est nettement mieux conservée que sur les tissus congeles.

La fixation joue un réle primordial dans la conservation des antigenes, elle varie selon
le type de fixateur et la durée de fixation. Le formol a 10 % reste le fixateur le plus utilisé, il
permet la conservation des sites antigéniques de facon satisfaisante (Caulet-Maugendres,
1999).

1.4.1- Intéréts de ’immunohistochimie :

L’immunohistochimie est utile pour guider le diagnostic, en facilitant 1’identification et
la classification des tumeurs indifferenciées, le pronostic, en prédisant 1’évolution de la
tumeur, La mise en évidence d’agents infectieux tels que les Cytomégalovirus, les
Papillomavirus humains et facilite le choix d’une thérapie anticancéreuse en ciblant les voies
de signalisations (Telegue et al., 2016).

1.4.2- Limites de ’immunohistochimies :

L’immunohistochimie nous renseigne sur le taux d’expression d’une molécule.
Cependant, elle ne donne aucune information sur le changement possible de 1’activité de cette

derniére.

Il est important de prendre conscience des limites de spécificité et de sensibilité de

chaque anticorps ce qui pourrait entrainer des résultats faux positifs (Telegue et al., 2016).
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11.1- Etude épidémiologique

Notre étude a débuté par une analyse épidémiologique au sein du service d’anatomo-
pathologie du centre hospitalo-universitaire de MUSTAPHA BACHA d’Alger. Cette étude
s’est portée sur 67 cas de méningiomes, allant de 2009 a 2011. Les données ont été recueillies
a partir de fiches portant le numéro de dossier correspondant & chaque patient. Les parameétres
pris en compte sont: 1’age, le sexe et le diagnostic (selon I’OMS 2007). Les données ont été

analysees a I’aide du logiciel Excel stat.

I1.2- Etude histo-pathologique :

Les technigues histologiques ont pour buts I’obtention de coupes fines de tissus colorés
ou marqués, pour des études histochimiques et immunnohistochimiques, observables au
microscope optique. Pour cela, les piéces tumorales ont subis différents traitements afin
d’obtenir des blocs de tissus paraffinés, selon le protocole suivi au sein du service d’anatomie
pathologie de 1’établissement hospitalo-universitaire MUSTAPHA BACHA.

11.2.1- Préparation des tissus

11.2.1.1- Matériels :
e Patients:

14 cas sur les 67 étudiés ont été sélectionnés sur la base de la disponibilité des tissus

tumoraux et du grade des méningiomes pour une étude histo-pathologique (Tableau V).

Tableau V: Information sur les patients.

Grade Nombre Homme Femme Age (ans)
Grade 1 8 0 8 32-58
Grade 2 5 3 2 31-60
Grade 3 1 1 0 65

e Matériels du laboratoire:

Unicassettes d’inclusion ; Automate de déshydratation ; pinceaux ; Moules et Appareil

d’enrobage.
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e Produits chimique:

Formol 10% ; Xylene ; Alcool absolu ; Paraffine.
11.2.1.2- Méthodes:

> Fixation:

Les prélevements tumoraux ont été découpés en tranches, placés dans des cassettes
référencées selon le numéro de dossier et 1’année, puis plongé dans un bocal contenant du
formol & 10% pendant 24h (Figure 7), dans le but de conserver les tissus dans un état aussi

proche que possible de 1’état physiologique normal, et ce en bloquant I’autolyse protéique.

-

Figure 7 : Fixation des tissus dans du formol a 10% (photographie originale).

» Circulation :

Cette étape a été réalisée a I’aide d’un automate réglé sur un cycle de 12h (Figure 8). La
circulation comprend trois étapes : la déshydratation, 1’éclaircissement et I’imprégnation. Dans

le but de rendre les tissus suffisamment rigides et facilement manipulables.

Les cassettes ont étaient plongées dans six bain d’alcool pendant une durée totale de 6h
(1h par bain) a des concentrations croissantes, allant de 70% a 100% afin de déshydrater les
tissus, suivie par trois bain de xyléne (1h par bain), dans le but d’éliminé toute trace d’alcool et
preparé les tissus a la pénétration de la paraffine. Pour I’imprégnation, les tissus ont été plongés

dans trois bains de paraffine pendant 3h (1h par bain).
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Figure 8: Automate de circulation (photographie originale).

> Inclusion :

Les fragments ont été placés au centre des moules préalablement enrobés de paraffine,
puis laissés gélifier quelques secondes. Les moules ont été ensuite recouverts par des cassettes
initialement référencées, puis enrobes une deuxieme fois et laissés gélifier jusqu’a I’obtention

de blocs dures (Figure 9).

Figure 9: Enrobage des tissus avec de la paraffine (Photographies originales).

11.2.2- Etude histochimique :

Une étude histochimique a été réalisée au niveau du laboratoire d’histologie du service

d’anatomo-pathologie, dans le but de confirmer ou infirmer le diagnostic d’origine.
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11.2.2.1- Matériels :
e Matériels du laboratoire :

Microtome ; bain marie ; lames port objet ; lamelles 50/60mm ; porte lame ; bocaux de
coloration ; bocaux de lavage ; plague chauffante ; microscope optique.

e Produits chimiques :

Xyléne ; alcool ; hematoxyléne de HARRIS ; éosine ; EUKITT.
11.2.2.2- Méthodes :

> Réalisation des coupes :

Les blocs de paraffine ont été montés sur le microtome afin de réaliser des coupes de
3um d’épaisseur. Les rubans obtenus ont été immergés dans un bain-marie puis étalé sur des
lames référencées et mises dans des portes lames puis laissées a 1’étuve pendants 40 min a 70°
(Figure 10).

Figure 10 : Etapes récapitulatifs de la réalisation des coupes. (a) coupe au microtome ; (b)
étalement ; (c) incubation. (Photographies originales)

» Coloration et montage:

Pour mettre en évidence les structures cellulaires une coloration Hématoxyline Eosine
(HE) a été réalisée. Les coupes ont d’abord été déparaffinées aprés incubation dans 1’étuve et
par deux bains de xyléne (5 mn par bains), suivi de trois bains d’alcool a concentrations
décroissante (100%, 95%, 70%, 5 mn chacun), puis réhydraté avec 1’eau du robinet. Elles ont
été ensuite plongées dans un bac d’hématoxyline d’HARRIS (hémalun) pendant 5mn pour la
coloration des noyaux. Apreés ringage a I’eau du robinet, une contre coloration a 1’éosine a été

réalisée (quelque seconde) pour mettre en évidence le cytoplasme, le collagene, la kératine et
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les érythrocytes. Apres ringage, les coupes ont été déshydraté par trois bain d’alcool (1min

chacun) et éclaircies par deux passage rapide dans le xyleme.

Les lames ont été séchees sur des plaques chauffantes puis recouvertes de lamelles en
utilisant de 1’eukitt, elles sont ainsi prétes pour 1’observation au microscope optique qui a été
effectuée sous grossissement 10X4, 10X10 et 10X40 (Figure 11).

Figure 11 : Photos représentant la coloration, le montage des lames et leurs observations
(Photographies originales).
11.2.3- Etude Immunohistochimie:

Une étude immunohistochimique a été réalisée au niveau du laboratoire
d’immunohistochimie du service d’anatomo-pathologie, pour le marquage de la protéine P53
et du récepteur de la progestérone(RP), suivant le protocole du laboratoire et celui du fabriquant
des kits (DAKO) (Annexe 1 et 2).

11.2.3.1- Matériels :
e Matériels du laboratoire :

Microtome ; Etuve ; bain marie ; lames silanisées ; lamelles 50/60mm ; porte lames ;
bocaux de coloration; bocaux de lavage; plaque chauffante; chambres humides ;

micropipette ; microscope optique.
e Produits chimiques :

PBS ; Alcool ; Xyléne ; Dakopen ; Eau oxygéné ; Eau distillé ; Hématoxyline de mayer ;
Anticorps primaire anti p53 (clone DO-7) ; Anticorps primaire anti RP (clone PgR 636) ;

Anticorps secondaires ; Peroxydase ; Diaminobenzyne (DAB) ; Chromogeéne.
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11.2.3.2- Méthodes:

« Déparaffinage, démasquage antigenique et blocage des peroxydases
endogeéne :

A fin de les déparaffinées, Les coupes préalablement étalées sur des lames silanisées
référenciée, Ont était incubé dans une étuve a 54 C° pendant 24h puis ont subis 4 bains de
xyléme (5 mn chacun) et 3 bain d’alcool absolu (Smn chacun), respectivement. Aprés plusieurs
ringages a I’eau du robinet, 1’exces d’alcool a été enleve et les coupes ont subi un prétraitement
pour le démasquage des sites antigeniques, et ce, en plagant les lames dans un tampon tris-
EDTA ph=9 et en les mettant dans un bain marie a 90°c pendant 40min. Les lames ont été
retirées et laissées refroidir pendant 20 mn puis rincées avec de 1’eau distillé et rangées dans un
plateau humide. Les coupes ont été entourées a 1’aide d’un dakopen pour ne pas perdre les
réactifs a ajouter ultérieurement. Quelques gouttes d’eau oxygénée (H202) ont été ajoutées a
la zone sélectionnée et laisser incuber a température ambiante 10 min, afin de bloquer la

peroxydase endogene (figure 12).

Figure 12 : Déparaffinage, démasquage antigénique et blocage des peroxydases endogéne. (a)
étuve ; (b) bain xylene et alcool ; (c) bain marie ; (d) blocage péroxydase endogéne (photographie

originale).

< Application des anticorps :

- Anticorps primaire : Apres deux ringages a I’eau désilé. On applique suffisamment de

solution d’anticorps primaire pour couvrir les coupes.14 lames ont regus 1’anticorps anti
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p53, préalablement dilué dans du tampon tris-Hcl selon une dilution comprise entre 1 :
25°™ et 1 : 50°™ 30 minutes avant I’application de ’anticorps. 14 autres lames ont
recus 1’anticorps anti RP. L’incubation a duré 30 min dans une chambre humide pour
éviter la déshydratation des tissus. Les lames ont été ensuite rincées et baigné deux fois
dans du PBS (5 min chaque bain) pour maintenir les propriétés physico-chimiques des
cellules.

- Anticorps secondaire : L’anticorps secondaire biotinylé a été appliqué sur les
échantillons et laissé incuber dans une chambre humide pendant 10min. Les lames ont
été rincees en suite dans deux bains de PBS, puis, une solution de peroxydase-
streptavidine a été ajoutée et laisser incuber pendant 10mn afin de permettre la fixation
de la streptavidine sur la biotine de 1’anticorps secondaire (figure 13).

« Révélation :

Les lames ont été immergées dans deux 2 bains de PBS (5min chacun), puis le

chromogeéne et le DAB (substrat de la peroxydase) ont été appliqués (figure 13).

Figure 13 : Récapitulatif de ’ajout de ’anticorps secondaire, du chromogéne et du DAB. (3)
chromogene et DAB ; (b) application (photographie originale).

«+ Contre coloration :

Apres ringage dans de I’eau distillé, une contre coloration a été appliquée en immergeant
les lames dans de 1’ Hématoxyline de Mayer pendant 3min.Un dernier ringage de 10 mn pour
enlever I’excés de colorant a été effectué et les coupes déshydraté et éclaircis dans deux bain

d’alcool (5min chacun).

s Montage :

Les lames ont été recouvertes de lamelles en utilisant I’eukitte et observées par un

microscope optigque a grossissements X40, X100 et X400.
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CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1- RESULTATS:

Dans le but d’évaluer la répartition des méningiomes selon 1’age, le sexe, le grade
histologique et I’intérét de la p53 et du récepteur de la progestérone (RP) dans le pronostic des
méningiomes. Trois études ont été réalisées : une étude épidémiologique, histochimique et

immuno-histochimique

111.1.1 Etude épidémiologique :

Notre étude épidémiologique rétrospective qui s’est portée sur 67 cas, de 2009-2011 a

aboutis aux résultats suivants :

% Répartition des méningiomes selon le sexe :

L’étude épidémiologique a montré que, 75% des cas soit 50 étaient de sexe féminin et

25% soit 17 cas étaient de sexe masculin (Figure 14), correspondant a un sexe ratio de 0.34.

= Homme = Femme

Figure 14 : Répartition des méningiomes selon le sexe. Etude rétrospective de 67 cas de
méningiomes (2009-2011) Homme : 17 cas ; Femme : 50 cas.
% Répartition des méningiomes par tranche d’age :

L’age des patients varie entre 14 ans et 83 ans avec une moyenne d’age d’apparition
des meningiomes de 47.9 ans (SDz+ 13.16 ans). Lors de cette étude, huit tranches d’age ont
été etablies correspondant a: [0-15[ la tranche d’age admissible en pédiatrie et 15 & 85

reparties en sept tranches de 10 ans (Figure 15).
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Figure 15 : Histogramme représentant la répartition de méningiomes par tranche d’age. Etude
rétrospective de 67 cas de méningiomes (2009-2011). [0-15[ : 1 cas ; [15-25[ : 1 cas ; [25-35[ : 11 cas ;
[35-45[ : 11 cas ; [45-55][ : 22 cas ; [65-65[ : 14 cas ; [65-75[ : 6 cas ; [75-85] : 1 cas.

+» Répartition des méningiomes selon le grade :

La réparation des méningiomes selon le grade donne les chiffres suivant (Figure 16) :
Les résultats montrent que le grade | représente 82% des cas, alors que, les grades Il et 11l
sont de 16% et 2% respectivement.

Grade Il
204 Grade Il

16%

= Grade Il
= Grade |
= Grade Il

Grade |
82%

Figure 16 : Répartition des méningiomes selon le grade histologique. Etude rétrospective de 67 cas
de méningiomes (2009-2011). Grade | : 55 cas ; Grade Il : 11 cas ; grade Il : 1 cas.
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111.1.2- Etude histopathologique :

111.1.2.1- Etude histochimique :

L’étude histochimique réalisée sur 14 cas parmi les 67 a permis de confirmer le
diagnostic de ces derniers. Les méningiomes atypiques (grade Il) sont retrouvés dans 5 cas.
Les types histologiques de grade | soit 8 cas sont représentés par les méningiomes
meningothéliomatheux, transitionnels et psammomateux, avec respectivement 4, 3 et 1cas. Le

grade 111 anaplasique est représenté par 1 cas (Tableau V1).

Les photomicrographies de certaines lames, colorées a I’hématoxyline et 1’éosine sont

représentées par les figures suivantes :

Des corps psammeux (E) sont observés dans la figure 17, ces derniers sont des critéres
de classification des méningiomes psammomateux. La figure 18 représente un méningiome
atypique infiltrant le parenchyme cérébral (B). La figure 19 représente un méningiome
anaplasique avec une nécrose tumorale (A). La figure 20 quant a elle représente un

méningiome atypique, avec la présence de nucléoles proéminant et d’une mitose (H).

Figure 17 : Photo coloration Hématoxyline Eosine d’un méningiome psammomateux.

grossissement 10X4. Corps psammeux (E) (Photographie originale)
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Figure 18 : Photo coloration Hématoxyline Eosine d’un méningiome Atypique. grossissement
10X10. B : Infiltration du parenchyme cérébral (photographie originale).

Figure 19 : Photo coloration Hématoxyline Eosine d’un méningiome anaplasique. Grossissement
10X4. A : nécrose tumorale (photographie originale)
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Figure 20 : Photo coloration Hématoxyline Eosine d’un méningiome atypique. Grossissement
10X40. H : Mitose et nucléole (photographie originale).

111.1.3- Etudes immunohistochimique :

111.1.3.1- Marquage du récepteur de la progestérone :

Les résultats du marquage nucléaire du récepteur de la progestérone (RP), sont
exprimes en intensité (1+ a 3+) et en pourcentage de cellules tumorales marquées (tableau V1)
. Le seuil de positivité est de 10 %. Nos résultats montrent que 9 cas (soit 64.2%) sur 14 sont
positifs au récepteur de la progestérone dont 1 homme et 8 femmes. 87.5 % des grades 1 (7/8
des cas), 40 % des grades 2 (2/5 des cas) et 0% des grades 3 (0/1 des cas) présentent une

immuno-positivité pour RP (Figure 21).
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Figure 21 : Répartition de ’immuno-réactivité du RP selon le grade. La positivité du récepteur de
la progestérone est retrouvée dans 7/8 des grades I, 2/5, des grades Il et dans aucun grade IlI.

Dans les figures suivantes, le marquage nucléaire en marron du récepteur de la
progestérone est fortement positif, chez un méningiome méningothéliomateux (Figure 22),
modérément positif chez un méningiome atypique (Figure 23), faiblement positif chez un
méningiome psammomateux (Figure 24) et négatif chez un méningiome anaplasique (Figure
25).

Parenchyme cérébral

Figure 22: Marquage nucléaire fort du récepteur de la progestérone (3+) dans un méningiome
méningothéliomateux. Grossissement 10X4 (Photographie originale).
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Figure 23: Marquage nucléaire modéré du récepteur de la progestérone (2+) dans un
méningiome atypique. Grossissement 10X10 (photographie originale).

Figure 24: Marquage nucléaire faible du récepteur de la progestérone (1+) dans un méningiome
pasmmomateux. Grossissement 10X40 (photographie originale).
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7. §"

&
Figure 25: Marquage nucléaire du récepteur de la progestérone négatif dans un méningiome
anaplasique. Grossissement 10X4 (photographie originale).

111.1.3.2 Marquage de la protéine p53 :

La P53 est positive dans 2 cas sur 14 soit 14.2% avec une intensité de 1+ (Tableau VI).
Le tissu est positif a partir d’un focus de 5 cellules. Nos résultats montrent que, 0% des grades
I, 20% des grades Il et 100 % des grades Ill, sont positive pour la p53 (figure 26).
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Figure 26: Réparation de I’immuno-positivité de la p53 selon le grade. Aucun grade I n’est positif
pour la p53, seul un cas de grade Il et un cas de grade 111 sont positifs.
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Figure 27: Marquage nucléaire de la protéine p 53 positif 1+ dans un méningiome atypique.
Grossissement 10X40 (photographie originale).

k‘“’n‘“‘oxsd"‘é\."ﬂ."

Figure 28: Marquage nucléaire de la protéine p 53 négatif dans un méningiome transitionnel.

Grossissement 10X10 (photographie originale).
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Tableau VI: Récapitulatif des résultats de 1’étude histopathologique.

Numéro Type
de Sexe | age | Diagnostique histologique HIC
dossier P53 RP
11263/09 | F 31 | Méningiome atypique Grade Il _ _
9270/09 H 54 | Méningiome atypique Grade Il _ _
5339/09 H 50 | Méningiome atypique Grade Il 1+ 1+
9267/10 H 65 | Méningiome anaplasique Grade 1l 1+ _
6105/10 F 49 | Méningiome Grade | _ 2+
Meningotheliomateux
13243/10 | F 49 | Méningiome transitionnel Grade | _ _
13288/10 | F 58 | Méningiome atypique Grande Il _ 3+
11830/11 | F 39 | Méningiome atypique Grade Il _ _
5184/11 F 32 | Méningiome Grade | _ 2+
meningotheliomateux
12404/11 | F 50 | Méningiome transitionnel Grade | _ 1+
6070/11 F 50 | Méningiome psammomateux Grade | _ 2+
4894/11 F 55 | Méningiome transitionnel Grade | _ 3+
1783/11 F 56 | Méningiome Grade | _ 2+

meningotheliomateux
5366/11 F 45 | Méningiome Grade | 3+

meningotheliomateux
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111.2 DISCUSSION:

Notre étude épidémiologique s’est portée sur un effectif de 67 cas de méningiomes. Les
résultats obtenus ont montré une distribution hétérogéne des tumeurs dans un intervalle d’age
allant de 14 a 83 ans avec une moyenne d’age de 47.9 ans (SD * 10,54 ans). Une augmentation
de la survenue des méningiomes a été observée chez le groupes d’age de [45-55[, avec un
pourcentage de 33 %, tandis que, des taux d’apparition inferieurs ont été observés pour les
groupes [0-15[; [15-25[; [25-35[; [35-45[; [55-65[; [65-75[; [75-85[. De nombreuses études
rétrospectives réalisées chez les populations africaines ont montrés des moyennes d’ages
d’apparition précoces, notamment 42 ans en Cote d’Ivoire, 45.10 ans au Maroc et 43 ans en
Afrique du Sud (Froman et lipschitz, 1970 ; Achehboune, 2007 ; Oka et al., 2008). Ces
résultats sont concordants avec ceux obtenus dans notre étude. En revanche, dans les pays
occidentaux des études similaires ont montré des moyennes d’age d’apparition plut6t tardive.
Elle est de 65 ans aux Etats Unis et de 57.7 ans en France (Zouaoui et al., 2015 ; Fonkem et
al.,2016). L’ensemble de ces données suggere que I’apparition précoce des méningiomes au
niveau africain pourrait s’expliquer par des facteurs environnementaux et/ou des

prédispositions génétiques partagées en Afrique.

Notre étude a également révélé une prédominance du méningiome chez les femmes
(76.1%), avec un sexe ratio Homme/Femme de 0.34. Il est intéressant de noter que des études
rétrospectives menées par les équipes de Fonkem (2016), de Achehboune (2007) et Menon
(2009), ont révelé des sexes ratio H/F de 0.4; 0.3; 0.5 respectivement. Cette predominance
pourrait s’expliquer par I’intervention de facteurs hormonaux. En effet une étude réalisée, sur
trois cas de transgenres homme-femme, a révélé que ces derniers avaient développé des
méningiomes apres avoir subis des traitements hormonaux aux cestrogeénes et progestérones
(Wengel et al., 2016). Des résultats similaires ont été rapportés par Gazzeri et al. (2007);
Mueller, (2008); Bergoglio et al. (2013) qui ont évalués le risque de développement de
tumeurs chez les transsexuels recevant un traitement cross-sexe, appuyant ainsi I’hypothése
hormonale. De plus, des études menées par 1’équipe de Claus (2007), qui a collecté des
résultats a partir de deux analyses demographiques, toutes deux tirées d’une grande cohorte
nationale, ainsi qu’une cohorte rétrospective, ont suggéré que 1’administration d’hormones

exogenes a des femmes déja atteintes de méningiomes, augmenterait la taille de ces derniers.
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Enfin, notre étude épidémiologique a révelé que le grade histologique le plus retrouvé
est le grade 1 avec 82% des cas. A noter que ces résultats sont en concordance avec ceux de la
littérature (Louis et al., 2007).

Afin de mieux comprendre I’intérét pronostic des récepteurs de la progestérone dans le
cas de méningiomes, nous avons entamé une analyse de 1’expression de RP en utilisant des
techniques immunohistochimique. L’immuno-positivité du récepteur de la progestérone a été
retrouvé dans 87.5 % des grades I, 40% des grades 11, tandis qu’aucun cas des grades III n’a
été positifs, montrant ainsi une corrélation inverse avec le grade. Une étude rétrospective
menée par 1’équipe de Iplikacioglu (2014) sur 48 cas de patients qui ont subi une chirurgie
pour un méningiome intracranien, montre une positivité de 73% des méningiomes bénins et
36% des méningiomes malins. Des résultats similaires ont été décrits dans la littérature (Hsu
et al., 1997; Gabos et Berkel, 1992). De plus il s’est avéré que la négativite du récepteur de
la progestérone était associée a un taux élevé de MIB-1 un représentatif de 1’index mitotique
fortement exprimé au niveau des méningiomes de haut grade. A I’inverse les méningiomes
positifs au récepteur de la progestérone présente une faible expression de MIB-1 (Wolsberger
et al.,, 2004). La présence du récepteur de la progestérone dans les méningiomes et sa
correlation inverse avec le grade est donc bien connue, ceci conforte I’hypothése que
I’immuno-positivité de RP pourrait étre un facteur de bon pronostic. Cependant le nombre de
patients pris en compte dans notre étude n’étant pas statistiquement significatif, une étude

avec une cohorte de patients plus importante, serait a envisager.

L’acétate de mégestrol, molécule progestative agoniste de la progestérone, utilisée
comme traitement palliatif dans le cancer du sein, a également été incriminé dans plusieurs
cas de méningiome positifs au récepteur de la progestérone (Vadivelu et al., 2010).
Soulignant de ce fait, I’implication du récepteur de la progestérone dans le développement de
ces derniers. Néanmoins, 1’acquisition de la capacité de prolifération indépendamment des
signaux extérieurs par la tumeur, rendrait la présence du RP facultative, ce qui expliquerait
son absence dans la majorité des hauts grades. Toutefois, nos résultats montrent une
expression de RP dans deux cas de grade II. D’une part les méninges partagent la méme
origine embryonnaire que les glandes mammaires. De plus, les données relatives au cancer du
sein montrent une association entre lI’expression du récepteur de la progestérone et les

mutations du gene BRCA2 qui sont retrouvees chez certains patient atteints d’un cancer du
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sein de haut grade (Atchley et al., 2008). Il est donc possible de suggérer que les deux
patients atteints de méningiomes de grade II soient potentiellement porteurs d’une mutation
du gene BRCAZ2, qui dans le cas normal code une protéine capable de réguler négativement
I’activité de RP.

Dans notre étude, I’immunopositivité de la p53 est retrouvée dans 2/6 des cas de haut
grade tandis qu’aucun grade 1 ne s’est révélé positif. Toutefois cette analyse préliminaire ne
nous a pas permis d’affirmer ou d’infirmer I’implication de la p53 dans 1’évolution des
méningiomes. Or, des données rapportées par différentes études, indiquent clairement la
corrélation entre 1’expression de la P53 et I’agressivité des méningiomes (Karamitopoulou et
al.,1998; Aguiar et al., 2002; Kheirollahi et al., 2011). En effet, I’équipe de Telugu (2016)
ont observé une positivité de la p53 dans 77.1% des grades 1, 83.3% des grades 2 et 100% des

grades 3, suggerant ainsi une corrélation avec le grade.

Eu égards aux données bibliographiques, il est intéressant de noter que les altérations
du gene TP53 sont retrouvées dans plus de 50% des tumeurs, ’implication de cette derniére
dans D’évolution des méningiomes peut potenticllement s’expliquer par des mutations
touchant la protéine p53 entre autre dans la région de liaison a I’ADN. A titre d’exemple, la
mutation R248W, a pour consequence un gain de fonction de la p53 favorisant de ce fait la
prolifération des cellules tumorales, par la transactivation de certains oncogenes tels que
MYC et EGFR (Freed-Pastor et Prives, 2012). De plus, la protéine P53 mutante a une
stabilité élevee, par conséquent elle s’accumule a des taux considérables, contrairement au
type sauvage qui a une demi vie plus courte et n’est présente qu’en infime quantité (Vojtesek
et al., 1992) et donc généralement en-dessous du niveau de detection des méthodes
immunohistochimiques (Cooper et al., 1997). Ceci peut potentiellement expliquer la

négativité de la p53 que nous avons observé dans les méningiomes.
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Ce travail avait pour but dans un premier temps la réalisation d’une étude
épidémiologique rétrospective sur 67 cas de méningiomes admis au sein du CHU Mustapha
Bacha d’Alger et dans un second temps, une étude immunohistochimique visant a étudier
I’intérét de la p53 et du récepteur de la progestérone dans le pronostic des méningiomes. Les
résultats épidémiologiques montrent, un sexe ratio H/F de 0.34 et une moyenne d’age
d’apparition de 47.9 ans (£ 13.16 ans), d’autre part les résultats de 1’étude
immunohistochimique montrent une expression majoritaire de RP dans le grade | (87.5 %),

alors que, I’expression de p53 est retrouvée uniquement dans les hauts grades.

A T’issu de ce travail, nos résultats montrent que les méningiomes de notre série ont
une fréquence d’apparition plus élevé chez les femmes. De plus, leurs moyenne d’age
d’apparition est précoce en comparaison aux pays occidentaux, mais aussi que le grade | est le
plus fréquent. Enfin, la P53 peut potentiellement étre associée a une agressivité tumorale,

tandis que le récepteur de la progestérone pourrait &tre un facteur de bon pronostic.

Il existe actuellement un intérét considérable pour les marqueurs biologiques liés au
besoin thérapeutique ciblé en oncologie. Par conséquent, la recherche dans ce domaine est en

constante évolution.

Notre étude étant préliminaire, elle nécessitera une augmentation de la cohorte afin
d’obtenir des résultats significatifs. L’immunohistochimie est une méthode efficace pour la
détection des biomarqueurs, cependant, elle ne permet la compréhension des événements
moléculaires impliqués dans le développement de la tumeur. De ce fait il serait intéressant de

mener des études complémentaires notamment :

e Faire un dosage du taux de la progestérone pour les patients atteints de méningiome

afin de déterminer I’implication de cette derniere dans I’action de sont récepteur.

e Réaliser une étude plus approfondie des dossiers des patients et de leurs conditions de
vie, qui permettra d’évaluer I’impact des facteurs extrinséques, notamment les
analogues de la progestérone retrouvés, a titre d’exemple, dans les traitements
hormonaux, les pesticides et les nutriments.

e Utiliser des inhibiteurs pharmacologiques dans le but de déterminer 1’implication
réelle des voies de signalisations de la p53 et du récepteur de la progestérone dans le

développement des méningiomes.
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Effectuer le séquencage des genes de la p53 et du récepteur de la progestérone afin de
mettre en évidences les altérations génétiques impliquées.

Faire une corrélation entre la localisation des méningiomes et leurs agressivites.

Faire une corrélation entre 1’expression de la p53 et le sexe.

Etablir une classification moléculaire des tumeurs cérébrales pour envisager des

traitements plus ciblé.
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Intended use For in vitro diagnostic use.

Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein is intended for use in immunocytochemistry. The antibody labels wild-type and mutant-type
p53 protein and is a useful tool for the identification of p53 accumulation in human neoplasias (1-3). Differential identification is aided by
the results from a panel of antibodies. Interpretation must be made within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic
tests by a qualified pathologist.

Introduction p53 is a nuclear phosphoprotein with a molecular mass of 53 kDa. Wild-type p53 protein is present in a wide variety of normal cells, but the
protein has a very short half-life and thus is present in only minute amounts (1), generally below the detection level of immunocytochemical
methods (4). Somatic mutation of the p53 gene is a very frequent event in the development of human neoplasia, and because mutant p53
proteins often are much more stable than wild-type p53 protein, the mutant p53 protein accumulates to a high level (1). As examples, p53
protein accumulation was observed in 76% of 212 human malignant lesions, including breast, colon and stomach carcinomas, melanoma,
embryonal carcinoma of the testis, transitional carcinoma of the urinary bladder, uterine carcinoma and soft tissue sarcomas (5).

Wild-type p53 protein functions as a transcription factor, i.e. as a modulator which can turn crucial genes either on or off. It also inhibits
DNA replication and is a check-point control molecule for progression of the cell cycle. Furthermore, p53 protein is involved in the
regulation of apoptosis (2). In transfection assays, wild-type p53 behaves as a tumour suppressor, while mutant p53 behaves as a
dominant transforming oncogene (1).

Reagent provided Monoclonal mouse antibody provided in liquid form as cell culture supernatant dialysed against 0.05 mol/L Tris/HCI, pH 7.2, and containing
15 mmol/L NaNs.

Clone: DO-7 (1). Isotype: IgG2b, kappa.
Mouse IgG concentration: see label on vial.

Immunogen Recombinant human wild-type p53 protein (1).

Specificity SDS-PAGE analysis of immunoprecipitates formed between lysate of the BT474 breast cancer cell line and the antibody shows reaction
with a 53 kDa protein corresponding to p53 (1).

In Western blotting of lysate of the A431 human vulval carcinoma cell line, the antibody labels a 53 kDa band, corresponding to the mutant
type p53, which is expressed by A431. The epitope recognized by the antibody is located between the N-terminal amino acids 1 and 45
and possibly between amino acids 37 and 45 of the human p53 protein (1).

In immunocytochemistry the antibody labels mutant-type p53 in the A431 cell line and wild-type p53 in the SVK14 cell line (SV40-
transformed keratinocyte line) (1).

Precautions 1. For professional users.

2. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardous, sodium azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush
with large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

3. As with any product derived from biological sources, proper handling procedures should be used.

Storage Store at 2-8 °C. Do not use after expiration date stamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those specified,
the user must verify the conditions. There are no obvious signs to indicate instability of this product. Therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by variations
in laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact our Technical Services.

Specimen preparation Paraffin sections: The antibody can be used for labelling paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin or methacarn (1). Pre-
treatment of tissues with heat-induced epitope retrieval is required. For tissues fixed in formalin, optimal results are obtained with Dako
Target Retrieval Solution, High pH, code No. S 3308, or 10 mmol/L Tris buffer, 1 mmol/L EDTA, pH 9.0. Less optimal results are obtained
with Dako Target Retrieval Solution, code No. S 1700, or 10 mmol/L citrate buffer, pH 6.0. Pre-treatment of tissues with proteinase K was
found inefficient. The tissue sections should not dry out during the treatment or during the following immunocytochemical staining
procedure.

Frozen sections and cell preparations: The antibody can be used for labelling acetone-fixed, frozen sections and acetone-fixed, cultured
cells (1).

Staining procedure Dilution: Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein, code No. M 7001, may be used at a dilution range of 1:25-1:50 when applied on
formalin-fixed, paraffin-embedded sections of breast carcinoma and epidermoid carcinoma cell line and using 20 minutes heat-induced
epitope retrieval in Dako Target Retrieval solution, High pH, code No. S 3308, and 30 minutes incubation at room temperature with the
primary antibody. Optimal conditions may vary depending on specimen and preparation method, and should be determined by each
individual laboratory. The recommended negative control is Dako Mouse IgG2b, code No. X 0944, diluted to the same mouse IgG
concentration as the primary antibody. Unless the stability of the diluted antibody and negative control has been established in the actual
staining procedure, it is recommended to dilute these reagents immediately before use, or dilute in Dako Antibody Diluent, code No. S
0809. Positive and negative controls should be run simultaneously with patient specimen.

Visualization: DAKO LSAB™+/HRP kit, code No. K 0679, and DAKO EnVision™+/HRP kits, code Nos. K 4004 and K 4006, are
recommended. For frozen sections and cell preparations, the Dako APAAP kit, code No. K 0670, is a good alternative if endogenous
peroxidase staining is a concern. Follow the procedure enclosed with the selected visualization kit.

Automation: The antibody is well-suited for immunocytochemical staining using automated platforms, such as the Dako Autostainer.

Performance characteristics Cells labelled by the antibody generally display a nuclear staining pattern, but cytoplasmic staining has been reported in some cases (6).

Normal tissues: In normal and reactive mesothelium the antibody labelled 0/40 cases, and in 27 mesotheliomas, normal cells, e.g.
fibroblasts and endothelial cells were negative (3).
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Abnormal tissues: In follicular lymphoma an increasing accumulation of p53 in centroblasts is observed with morphological progression
resulting in 1/16 cases of grade |, 10/21 cases of grade Il, and 6/6 cases of grade Il being positive (4). In mesotheliomas the antibody
labelled 7/26 cases of epithelial type (1 to 25% positive cells), 1/7 cases of mixed type (25 to 50% positive cells), and 1/3 cases of
mesenchymal type (more than 75% positive cells) (3). In Hodgkin’s lymphoma 65% or more show positive labelling for p53, whereas
around 50% of non-Hodgkin’s lymphomas are positive (2).

Pour diagnostic in vitro.

Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein est destiné pour un usage en immunocytochimie. L’anticorps marque la protéine p53 de type
sauvage et de type mutant et est un moyen utile pour la détermination de I'accumulation de p53 dans les néoplasies humaines (1-3).
L’identification différentielle s’appuie sur les résultats obtenus a I'aide d’'un panel d’anticorps. L'interprétation des résultats doit étre
entreprise dans le contexte de I'histoire clinique du patient et des autres examens diagnostics par un professionnel certifié.

p53 est une phosphoprotéine nucléaire de masse moléculaire de 53 kDa. La protéine p53 de type sauvage est présente dans un grand
nombre de cellules normales, mais la protéine a une demi-vie trés courte et par conséquent elle n’est présente qu’en infime quantité (1),
généralement au dessous du niveau de détection des méthodes immunocytochimiques (4). La mutation somatique du géne p53 est un
évenement tres fréquent dans le développement des néoplasies humaines et parce que les protéines p53 mutantes sont souvent plus
stables que la protéine de type sauvage, la protéine p53 mutante s’accumule a un haut niveau (1). Par exemple, I'accumulation de la
protéine p53 était observée dans 76% de 212 Iésions malignes humaines, y compris les carcinomes du sein, du cblon et de I'estomac, le
mélanome, le carcinome embryonnaire des testicules, le carcinome de transition de la vessie , le carcinome utérin et les sarcomes des
tissus mous. (5).

La protéine p53 de type sauvage fonctionne comme un facteur de transcription, c.-a-d. comme un modulateur capable de « mettre en
marche ou d’arréter » des genes cruciaux. De plus, cette protéine empéche la réplication de I’ADN et est une molécule de contréle dans le
déroulement du cycle cellulaire. Par ailleurs, la protéine p53 est impliquée dans la régulation de I'apoptose (2). Dans les dosages de
transfection, la p53 de type sauvage se comporte comme un suppresseur de tumeur, alors que la p53 mutante se comporte comme un
oncogene transformateur dominant (1).

L’anticorps de souris monoclonale fourni a I'état liquide comme culture cellulaire surnageante dialisée contre 0,05 mol/L Tris/HCI, pH 7.2,
et contenant 15 mmol/L NaNs.

Clone: DO-7 (1). Isotype: IgG2b, kappa.
Concentration I9G de Souris: Voir I'étiquette sur le flacon de I'échantillon.

Protéine p53 de type sauvage recombinante humaine (1).

L'analyse SDS-PAGE des immunoprécipités formés entre le lysat de lignée cellulaire du cancer du sein BT474 et I'anticorps montre une
réaction a une protéine de 53 kDa correspondant a la p53 (1).

En transfert de Western du lysat de lignée cellulaire du carcinome vulvaire humain A431, I'anticorps marque une bande de 53 kDa,
correspondant a la p53 de type mutant, qui est exprimée par A431. L’épitope reconnu par I'anticorps est situé entre les acides animés N-
terminaux 1 et 45 et probablement entre les acides animés 37 et 45 de la protéine p53 humaine (1).

En immunocytochimie I'anticorps marque la p53 de type mutant dans la lignée cellulaire A431 et la p53 de type sauvage dans la lignée
cellulaire SVK14 (lignée de kératinocytes transformés au SV40) (1).

1. Pour utilisateurs professionnels.

2. Ce produit contient de I'azide de sodium (NaN3), un produit chimique hautement toxique a I'état pur. Aux concentrations du produit, bien
qu’il ne soit pas classé comme étant nuisible, I'azide de sodium peut réagir avec la tuyauterie en plomb et en cuivre pour former des
dépots hautement explosifs d’azides métallisés. Lors de I'élimination du produit, laisser couler I'eau a flot pour éviter toute accumulation
d'azides métallisés dans la tuyauterie.

3. Comme pour tout dérivé biologique dangereux a manipuler, une précision s'impose.

Stocker entre 2 et 8 °C. A ne pas utiliser aprés la date de péremption mentionnée sur le flacon. Dans le cas ou les réactifs sont conservés
sous d’'autres conditions que celles spécifiées, les conditions doivent étre vérifiées par I'utilisateur. Il n’existe pas de signe particulier pour
indiquer l'instabilité de ce produit. Par conséquent, les controles doivent étre opérés simultanément avec les échantillons du patient. En
cas de résultats imprévus qui ne peuvent pas étre expliqués par des changements de procédures de laboratoire et qu’un probléme avec le
produit est suspecté, contactez nos Services Techniques.

Coupes en paraffine: L’anticorps peut étre utilisé pour le marquage des coupes de tissus incluses en paraffine,

fixées au formol ou a la méthacarne (1). Le prétraitement des tissus par démasquage de I'épitope par la chaleur est requis. Pour les tissus
fixés au formol, des résultats optimaux sont obtenus avec Dako Target Retrieval Solution, pH élevé, code S 3308 ou en tampon Tris 10
mmol/l, 1 mmol/l EDTA, & 9,0 de pH. Des résultats plus faibles sont obtenus avec Dako Target Retrieval Solution, code S 1700, ou 10
mmol/L tampon citrate, pH 6.0. Le prétraitement des tissus par la protéinase K est inefficace. Les coupes de tissus ne doivent pas sécher
pendant le traitement ou la procédure d'immunomarquage immunocytochimique suivante.

Coupes congelées et préparations cellulaires: L’anticorps peut étre utilisé pour le marquage des coupes en congélation fixées a I'acétone
et les cultures cellulaires fixées a I'acétone. (1).

Dilution: Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein, code M 7001, peut étre dilué entre 1:25 et 1:50 pour

application sur des coupes incluses en paraffine, fixées au formol de lignées de cancer du sein et épithéliome pendant 20 minutes de
démasquage de I'épitope par la chaleur dans Dako Target Retrieval Solution, pH Elevé, code S 3308, et 30 minutes d’incubation a
température ambiante avec I'anticorps primaire. Les conditions optimales peuvent varier selon I'échantillon et la méthode de préparation,
et doivent étre déterminées par chaque laboratoire particulier. Le contrdle négatif requis est Dako Mouse IgG2b, code X 0944, dilué a la
méme concentration en IgG de souris que I'anticorps primaire. A moins que la stabilité de I'anticorps dilué et du contréle négatif ait été
établie dans la procédure d'immunomarquage réelle, il est recommandé de diluer ces réactifs juste avant leur emploi; ou de les diluer dans
Dako Antibody Diluent, code S 0809. Les contrdles positifs et négatifs doivent étre opérés simultanément avec I'échantillon du patient.

Révélation: DAKO LSAB™+/HRP kit, code K 0679, et DAKO EnVision™+/HRP kits, codes K 4004 et K 4006, sont requis. Pour les
coupes en congélation et préparations cellulaires, Dako APAAP kit, code K 0670, est une alternative valable si le marquage endogene
péroxydasique est a craindre. Suivre la procédure inclue avec le kit de révélation choisi.

Automatisation: L’anticorps est bien adapté au marquage immunocytochimique sur des plates-formes automatisées comme le Dako
Autostainer.

Les cellules marquées par I'anticorps révelent généralement un profil de marquage nucléaire, mais le marquage cytoplasmique a été
reporté dans certains cas (6).

Tissus normaux: Dans le mésothélium normal et réactif, 'anticorps marquait 0/40 cas, et dans 27 mésothéliomes, les cellules normales,
par ex. les fibroblastes et les cellules endothéliales, étaient négatives (3).
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Tissus anormaux: Dans les lymphomes folliculaires, une accumulation croissante de p53 dans les centroblastes est observée avec une
progression morphologique résultant dans 1/16 cas de grade |, 10/21 cas de grade I, et 6/6 cas de grade Il positifs (4). Dans les
mésothéliomes, I'anticorps marquait 7/26 cas de type épithélial (1 @ 25% de cellules positives), 1/7 cas de type mixte (25 a 50% de cellules
positives), et 1/3 cas de type mésenchymateux (plus de 75% de cellules positives) (3). Dans les lymphomes de Hodgkin, 65% ou plus
révélent un marquage positif pour la p53, alors qu’environ 50% des lymphomes non-Hodgkiniens sont positifs (2).

Zur Verwendung fir In-vitro-Untersuchungen.

Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein ist fir den immunzytohemischen Gebrauch bestimmt. Der Antikdrper markiert den Wildtyp und
den Mutantentyp des p53-Proteins und eignet sich zur Identifizierung von p53-Akkummulationen in humanen Neoplasien (1-3). Die
differentielle Identifizierung wird durch die mit einem Antikdrper-Panel erhaltenen Resultate unterstiitzt. Die Interpretation muss unter
Berucksichtigung der klinischen Anamnese des Patienten und im Kontext weiterer diagnostischer Verfahren durch einen erfahrenen
Pathologen erfolgen.

p53 nukleéres Phosphoprotein mit einer Molekilmasse von 53 kDa. Wildtyp-p53-Protein findet sich in einer Vielfalt normaler Zellen. Seine
Halbwertszeit ist aber sehr kurz, so dass es in nur winzigen Mengen vorliegt (1) und normalerweise die Nachweisgrenze
immunzytochemischer Methoden unterschreitet (4). Die somatische Mutation des p53-Gens ist ein sehr haufiges Geschehen bei der
Entstehung menschlicher Neoplasien. Weil mutante p53-Proteine oft bedeutend stabiler als das p53-Protein vom Wildtypsind, kann
mutantes p53-Protein einen hohen Spiegel erreichen (1). Akkumulation von p53-Protein wurden z. B. bei 76 % der 212 malignen Lasionen
des Menschen beobachtet, darunter bei Mamma-, Kolon- und Magenkarzinomen, Melanome, embryonale Karzinome der Testes,
Ubergangszellkarzinome der Harnblase, Uteruskarzinomen und Weichteilsarkomen (5).

Das Wildtyp-p53-Protein fungiert als Transkriptionsfaktor, das heif3t als Modulator, der ausschlaggebende Gene ein- und ausschalten
kann. Es hemmt auch die DNA-Reduplikation und ist ein ,,Check-point“-Kontrollmolekil fiir die Progression des Zellzyklus. Dariiber hinaus
ist das p53-Protein an der Regulation der Apoptose beteiligt (2). Bei Transfektionsassays verhélt sich das Wildtyp-p53 wie ein Tumor-
Suppressor. Demgegenuber fungiert das mutante p53 als ein dominantes transformierendes Onkogen (1).

Der monoklonale Mausantikdrper wird in flissiger Form als Zellkulturiiberstand geliefert, wurde gegen 0,05 mol/l Tris/HCI, pH-Wert 7,2
dialysiert und enthalt 15 mmol/l NaNs.

Klon: DO-7 (1). Isotyp: 1gG2b, Kappa.
Maus-lgG-Konzentration: Siehe Produktetikett.

Rekombinantes humanes Wildtyp-p53-Protein (1).

Die SDS-PAGE-Analyse der Immunprézipitate, die zwischen dem Antikérper und dem Lysat aus BT474-Brustkrebs-Zelllinie gebildet
wurden, zeigte Reaktion mit einem 53 kDa schweren, p53 entsprechenden Protein (1).

Beim Western-Blotting von Lysaten der humanen Vulvakarzinom-Zelllinie A431 markiert der Antikdrper eine 53 kDa-Bande, die dem durch
A431 exprimierten, mutanten p53-Typ entspricht. Das vom Antikorper erkannte Epitop ist zwischen den N-terminalen Aminosauren 1 und
45 und moglicherweise zwischen den Aminosauren 37 und 45 des humanen p53-Proteins (1) lokalisiert.

Der Antikdrper markiert immunzytochemisch den mutanten p53-Typ in der A431-Zelllinie und das Wildtyp-p53 in der SVK14-Zelllinie
(SV4o-transformierte Keratozyten-Zelllinie) (1).

1. Fur geschultes Fachpersonal.

2. Dieses Produkt enthalt Natrium-Azid (NaN3), eine in reiner Form hochtoxische chemische Verbindung. Bei den in diesem Produkt
verwendeten Konzentrationen kann Natrium-Azid, obwohl nicht als geféahrlich klassifiziert, mit in Wasserleitungen vorhandenem Blei oder
Kupfer reagieren und zur Bildung von hochexplosiven Metall-Azid-Anreicherungen fihren. Nach der Entsorgung muss mit reichlich Wasser
nachgespllt werden, um Metall-Azid-Anreicherung zu vermeiden.

3. Wie bei allen aus biologischen Materialien gewonnenen Produkten miissen die ordnungsgemaRen Handhabungsverfahren eingehalten
werden.

Bei 2 — 8 °C lagern. Nicht nach dem auf dem Flaschchen angegebenen Verfallsdatum verwenden. Sollten die Reagenzien unter anderen
Bedingungen als den beschriebenen aufbewahrt worden sein, so missen diese vom Anwender verifiziert werden. Es gibt keine
offensichtlichen Anhaltspunkte fiir die mdgliche Instabilitdt dieses Produktes. Es sollten daher die Positiv- und Negativkontrollen
gleichzeitig mit den Patientenproben mitgefiihrt werden. Wenn unerwartete Verfarbung beobachtet wird, welche durch Anderungen in den
Labormethoden nicht erklart werden kann und falls Verdacht auf ein Problem mit dem Antikoérper besteht, ist bitte Kontakt mit unserem
technischen Kundendienst aufzunehmen.

Paraffinschnitte: Der Antikdrper kann fiir die Markierung von paraffineingebetteten, in Formalin oder Methacarn fixierten histologischen
Schnitten genutzt werden (1). Eine Vorbehandlung der Gewebe mit hitzeinduzierter Epitopdemaskierung ist erforderlich. Fur
formalinfixierte Gewebeschnitte werden optimale Resultate erzielt mit Dako Target Retrieval Solution, pH 9,9, Code-Nr. S 3308 oder mit
10 mmol/l Tris-Puffer, 1 mmol/l EDTA, pH 9,0 Die Nutzung von Dako Target Retrieval Solution, pH 6,1, Code-Nr. S 1700 oder 10 mmol/l
Citratpuffer, pH 6,0, erbringt weniger optimale Resultate. Die Vorbehandlung der Gewebe mit Proteinase K hat sich als ineffzient erwiesen.
Waéhrend der Gewebevorbehandlung oder wéhrend der sich anschlieRenden immunzytochemischen Farbeprozedur dirfen die
Gewebeschnitte nicht austrocknen.

Gefrierschnitte und zytologische Préaparate: Der Antikorper kann zur Markierung von azetonfixierten Gefrierschnitten und azetonfixierten
kultivierte Zellen genutzt werden (1).

Verdinnung: Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein, Code-Nr. M 7001, kann bei einem Verdinnungsbereich von 1:25-1:50
eingesetzt werden, wenn es fur formalinfixierte, paraffineingebettete Schnitte des menschlichen Mamma- und epidermoiden Karzinoms
genutzt wird und wenn 20 Minuten lang die hitzeinduzierte Epitopdemaskierung mit Dako Target Retrieval solution, pH 9,9, Code-Nr.
S 3308, gefolgt von 30 Minuten Inkubation mit dem primaren Antikérper bei Raumtemperatur, durchgefiihrt wird. Die optimalen
Bedingungen schwanken je nach Probe und Methode der Probenvorbereitung und sollten von jedem einzelnen Labor bestimmt werden.
Die empfohlene Negativkontrolle ist Dako Mouse IgG2b, Code-Nr. X 0944, das auf dieselbe murine IgG-Konzentration wie der priméare
Antikdrper verdiinnt wurde. Solange mit dem eigentlichen Testsystem die Stabilitat des verdinnten Antikérpers und der Negativkontrolle
nicht sichergestellt ist, wird empfohlen, diese Reagenzien unmittelbar vor Gebrauch zu verdiinnen oder die Verdiinnung mit Dako Antibody
Diluent, Code-Nr. S 0809, vorzunehmen. Es sollten die Positiv- und Negativkontrollen gleichzeitig mit den Patientenproben mitgefiihrt
werden.

Visualisierung: Folgende Kits werden empfohlen: DAKO LSAB™+/HRP-Kit, Code-Nr. K 0679 und DAKO EnVision™+/HRP-Kits, Code-Nr.
K 4004 und K 4006. Falls bei Gefrierschnitten und Zellpraparaten Probleme mit endogener Peroxidasefarbung auftreten, bietet der Dako
APAAP Kit, Code-Nr. K 0670, eine gute Alternative. Es ist dem Verfahren zu folgen, das in den Anleitungen des genutzten Kits fur die
Visualisierung erlautert wird.

Automatisierung: Der Antikorper ist gut fir das immunzytochemische Farben unter Nutzung automatisierter Plattformen wie beispielsweise
des ,Autostainer” von Dako geeignet.
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Leistungseigenschaften

zytoplasmatische Farbung mitgeteilt (6).

Normalgewebe: Beim normalen und reaktiven Mesothel markierte der Antikorper 0/40 Félle. Bei 27 Mesotheliomen testeten die normalen
Zellen (d. h. Fibroblasten und Endothelzellen) negativ (3).

Die vom Antikérper markierten Zellen zeigen normalerweise ein nukledres Farbungsmuster, in einigen Fallen wurde aber eine

Anomales Gewebe: Beim follikularen Lymphom wird mit morphologischer Progression eine zunehmende Akkumulation von p53 in
Zentroblasten beobachtet, mit resultierender Zunahme der positiven Reaktion: 1/16 bei Grad I, 10/21 bei Grad Il und 6/6 bei Grad Il (4).
Bei Mesotheliomen markierte der Antikdrper 7/26 Félle der epithelialen Form (1 bis 25 % positive Zellen), 1/7 Fall der Mischform (25 bis
50% positive Zellen) und 1/3 Fall der mesenchymalen Form (uber 75 % positive Zellen) (3). Beim Hodgkin-Lymphom zeigen mindestens
65 % der Zellen positive p53-Markierung, wahrend ungeféhr 50 % der Non-Hodgkin-Lymphome positiv sind (2).
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Intended use
For In Vitro Diagnostic Use.

Monoclonal Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, clone PgR 636 (Anti-PR, PgR 636) is intended for laboratory use for the semi-
guantitative detection of progesterone receptor by light microscopy in normal and pathological human paraffin-embedded tissue processed in
neutral buffered formalin. This antibody is indicated for use as an aid in the management, prognosis and prediction of outcome of breast
cancer. Positive results aid in the classification of normal and abnormal cells/tissues and serve as an adjunct to conventional histopathology.
The clinical interpretation of any positive staining or its absence should be complemented by morphological and histological studies with
proper controls. Evaluations should be made within the context of the patient's clinical history and other diagnostic tests by a qualified
individual.

Summary and explanation

The role of steroid hormone receptors in breast cancer is well-known.>® The absence of ER and PR predicts early recurrence and poor
survival of breast cancer patients.*” Also, the presence of ER and PR in tumors predicts the potential for benefit from tamoxifen and other
endocrine-related therapies. Measurement of ER and PR can be determined semi-quantitatively using IHC or quantitatively using DCC or
EIA. Correlation between the semi-quantitative and quantitative evaluations of PR have ranged from 73 to 91% depending on the laboratory
and antibody used.®*°

Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining or the detection system instructions of IHC procedures for:
1) Principle of Procedure, 2) Materials Required, Not Supplied, 3) Storage, 4) Specimen Preparation, 5) Staining Procedure, 6) Quality
Control, 7) Troubleshooting, 8) Interpretation of Staining, 9) General Limitations.

Reagent provided
Monoclonal Mouse antibody provided in liquid form as tissue culture supernatant in 0.05 mol/L Tris-HCI, pH 7.2 and 0.015 mol/L sodium
azide. This product contains stabilizing protein.

Clone: PgR 636"  Isotype: IgG;, kappa
Mouse IgG concentration mg/L: See label on vial.

When performing IHC with the LSAB™?2 detection system, use a 1:50 dilution in a 10- to 30-minute incubation with the diluted Anti-PR, PgR
636. These are guidelines only. Optimal antibody concentrations may vary depending on specimen and preparation method, and should be
determined by each individual laboratory.

The protein concentration between lots may vary without influencing the optimal dilution. The titer of each individual lot is compared and
adjusted to a reference lot to ensure a consistent immunohistochemical staining performance from lot-to-lot.

Immunogen
Formalin-fixed recombinant full-length A-form of human progesterone receptor*

Specificity
Anti-PR, PgR 636 has been demonstrated to react with the PR-A and PR-B forms by Western blot of whole cell extracts and reacts with both
free and hormone-bound PR.! The epitope has been mapped to the amino terminal domain shared by PR-A and PR-B.

Materials required, but not supplied
Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining and/or the detection system instructions. In addition, use the
following negative reagent control:

Mouse IgG; (code X0931)

Precautions

1. For professional users.

2. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardous, NaNz; may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with
large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

3. Aswith any product derived from biological sources, proper handling procedures should be used.

4. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid contact with eyes and skin.

5. Unused reagents should be disposed of according to local, State, and Federal regulations.

Storage

Store at 2-8 T. Do not use after expiration date s tamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those specified, the
conditions must be verified by the user. There are no obvious signs to indicate instability of this product. Therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by variations in
laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact Dako Technical Support.
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Specimen preparation
Biopsy specimens may be preserved for IHC staining by formalin fixation followed by paraffin embedding.

Anti-PR, PgR 636 can be used on tissues fixed in neutral buffered formalin, methacarn or Carnoy's fixative prior to paraffin embedding. The
deparaffinized tissue sections must be treated with heat prior to the IHC staining procedure.'® Target retrieval involves immersion of tissue
sections in a pre-heated buffer solution and maintaining heat, either in a water bath (95-99 ), a steamer (95-99 <) or an autoclave (121
). For greater adherence of tissue sections to glass slides, the use of Silanized Slides (code S3003) is recommended. Target Retrieval
Solution (code S1700) or 10x Concentrate (code S1699) is recommended using a 20- to 40-minute heating protocol.

Anti-Progesterone receptor can also be used to label cryostat sections or cell smears.

Staining procedure
Follow the procedure for the detection system selected.

Staining interpretation
The cellular staining pattern for anti-PR, PgR 636 is nuclear. A positive staining result is defined as more than 10% of cells with stained
nuclei of any intensity.

Performance characteristics

Normal Tissues

Distribution of PgR throughout normal tissue has been reported in a variety of studies. The nuclei of uterine gland cells were found to be
strongly immunoreactive. Weaker immunostaining was observed in the nuclei of endometrial and prostatic stromal cells.

Immunoreactivity in a panel of normal tissues: Table 1 contains a list of positive tissues with PgR 636 immunoreactivity. All tissues were
formalin-fixed and paraffin-embedded and stained with Anti-PR, PgR 636 according to the instructions in the package insert using the
LSAB™2 detection system (code K0675). Negative tissues included adrenal (4), bone marrow (2), brain/cerebellum (4), brain/cerebrum (3),
colon (3), esophagus (3), heart (3), kidney (3), liver (3), lung (3), mesothelial cells (3), ovary (3), pancreas (3), parathyroid (3), peripheral
nerve (3), salivary gland (3), skeletal muscle (3), skin (3), small intestine (3), spleen (4), stomach (3), testis (3), thymus (3), thyroid (3) and
tonsil (3).

Table 1: Summary of PgR 636 Normal Tissue Reactivit vy

Tissue Type (# Tested) Positive Tissue Element Staining and Staining Pattern
Breast (3) Ductal epithelial cells 3+ staining intensity, 3/3 tissues
Cervix uteri (3) Glandular epithelial cells 2+ staining intensity, 1/3 tissues
Stromal fibroblasts 2+ staining intensity, 2/3 tissues
Pituitary (3) Pituicytes 2+ staining intensity, 1/3 tissues
Prostate (3) Stromal fibroblasts 2+ staining intensity, 1/3 tissues
Uterus (3) Endometrial stroma 2+ staining intensity, 3/3 tissues
Myometrium 2+ staining intensity, 3/3 tissues
Endometrial glands 2+ staining intensity, 2/3 tissues

A second survey of normal tissues demonstrated positivity in endometrium and weak positivity in prostate after heat-induced epitope retrieval
using the LSAB™+ detection system. Negative tissues included esophagus, testes, breast, liver, kidney, skeletal muscle, placenta, adrenal,
tonsil, lung, colon, skin, pancreas, spleen, thyroid, stomach and cardiac muscle.

Abnormal Tissues

Ninety-seven breast cancer tissues were tested using the anti-PR, PgR 636 with the LSAB2 detection system, which had been previously
assessed for PR expression using the PR-EIA. Correlation between the 2 assays was 90.7% while specificity was 94% and sensitivity was
87.2%. In another study, 31 breast carcinomas previously tested with the DCC assay were stained using the LSAB+ detection system.
Positive steltining was reported for 21/23 previously determined positive tumors, while 6/8 remained negative (91% sensitivity and 75%
specificity).

Anti-PR, PgR 636 with a peroxidase/antiperoxidase detection system was used to immunostain a variety of 60 different tumor types. Breast
cancer (5/11), uterine (2/2), ovarian (2/6) and endometrial (2) carcinomas stained strongly. Medullary carcinoma of the thyroid (1/2) and
testicular yolk sac tumor were positive. Other tumors including melanoma, lymphoma and neuroendocrine and neural tumors were negative
for PR expression.*

Reproducibility

Reproducibility

Eight serial sections from each of three different formalin-fixed, paraffin-embedded blocks of breast carcinoma were collected for testing.
Testing was performed as follows:

Intra-run Reproducibility

Following the standard EnVision™+ Peroxidase Kit protocol (code K4007), three slides from each tissue block randomly distributed through the
staining order were stained with ready-to-use Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, clone PgR 636. Concurrently, one slide from each
block was stained with a matched negative control reagent.

Inter-run Reproducibility
Staining one slide from each tissue block, the above procedure was repeated on two additional days with another technician staining on the
third staining procedure. Concurrently, one slide from each block was stained with a matched negative control reagent.

Reproducibility experiments with anti-PR, PgR 636 yielded consistent results with intra-run and inter-run testing. Consistent test conditions
were maintained throughout the study and reagents were stored at 2—-8 T between test runs.
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FRANCAIS
Réf. M3569

Utilisation prévue
Pour utilisation en diagnostic in vitro.

L’anticorps Monoclonal Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, clone PgR 636 (anti-PR, PgR 636) est destiné a étre utilisé en
laboratoire en vue de la détection semi-quantitative du récepteur de la progestérone par microscopie optique dans des tissus humains sains
et pathologiques inclus en paraffine et traités au formol neutre tamponné. L'utilisation de cet anticorps est recommandée pour faciliter la
gestion, le pronostic et la prévision des résultats de cancer du sein. Des résultats positifs facilitent la classification des cellules et/ou tissus
normaux et anormaux et servent de complément a I'histopathologie traditionnelle. L'interprétation clinique de toute coloration positive ou de
son absence doit étre associée a des études morphologiques et histologiques utilisant les contréles adéquats. Les évaluations doivent tenir
compte des antécédents cliniques du patient et d’autres tests diagnostiques réalisés par une personne qualifiée.

Résumé et explication

Le réle des récepteurs des hormones stéroidiennes dans le cancer du sein est bien connu.>® L'absence de récepteurs des cestrogénes (ER)
et de récepteurs de la progestérone (PR) prédit une récurrence précoce et un taux de survie réduit des patientes atteintes du cancer du

.47 ~ 7 y Z 1e 1r.2 sz y z R aen y - .

sein.”" De méme, la présence d’ER et de PR dans les tumeurs prédit I'éventuel bénéfice d’'une thérapie au tamoxiféne ou d'autres thérapies
endocriniennes. La mesure des ER et du PR peut étre déterminée semi-quantitativement en utilisant une méthode IHC ou quantitativement
a l'aide d'une méthode charbon dextran (« dextran-coated charcoal - DCC ») ou immunoenzymatique (EIA). La corrélation entre les
évaluations semi-quantitatives et quantitatives des PR allait de 73 & 91 % en fonction du laboratoire et de I'anticorps utilisé.®™°

Se référer aux Instructions générales de coloration immunohistochimique de Dako ou aux instructions du systéeme de détection concernant
les procédures IHC pour : 1) Principe de procédure, 2) Matériaux requis mais non fournis, 3) Conservation, 4) Préparation des échantillons,
5) Procédure de coloration, 6) Controle qualité, 7) Dépannage, 8) Interprétation de la coloration, 9) Limites générales.

Réactifs fournis
Anticorps monoclonal de souris fourni sous forme liqguide comme surnageant de culture tissulaire dans un tampon Tris-HCI a 0,05 mol/L, de
pH 7,2, contenant de l'azide de sodium & 0,015 mol/L. Ce produit contient une protéine stabilisante.

Clone: PgR 636" Isotype: 1G4, kappa
Concentration des 1gG de souris en mg/L : voir I'étiquette du flacon.

Lors de la réalisation d’'une procédure IHC a I'aide du systéme de détection LSAB™?2, utiliser une dilution au 1/50 avec une incubation de 10
a 30 minutes avec I'anticorps anti-PR, PgR 636 dilué. Il ne s’agit Ia que de conseils. Les concentrations d’anticorps optimales peuvent varier
en fonction de I'échantillon et de la méthode de préparation et doivent étre déterminées par chaque laboratoire de maniéere indépendante.

La concentration en protéines peut varier d’'un lot & I'autre sans que cela influence la dilution optimale. Le titre de chaque lot est comparé et
ajusté par rapport a un lot de référence pour assurer des performances de coloration immunohistochimiques cohérentes d’un lot a I'autre.

Immunogéne
Forme A de pleine longueur recombinante fixée au formol du récepteur de la progestérone humaine®

Spécificité

Il a été montré que I'anticorps anti-PR, PgR 636 réagit avec les formes PR-A et PR-B par Western blots effectués sur des extraits cellulaires
totaux et il réagit & la fois avec les PR libres et avec les PR liés & 'hormone." L'épitope a été cartographié comme se trouvant au niveau du
domaine N-terminal partagé par PR-A et PR-B.

Matériels requis mais non fournis
Se référer aux Dako’s Instructions Générales relatives a la procédure de Marquage Immunohistochimique et/ou aux instructions du systeme
de détection. De plus, utiliser le controle de réactif négatif suivant :

Mouse IgG; (IgG; de souris) (réf. X0931)

Précautions

1. Pour utilisateurs professionnels.

2. Ce produit contient de I'azide de sodium (NaNs;), produit chimique hautement toxiqgue dans sa forme pure. Aux concentrations du
produit, bien que non classé comme dangereux, le NaN; peut réagir avec le cuivre et le plomb des canalisations pour former des
azides métalligues hautement explosifs. Lors de I'élimination, rincer abondamment a I'eau pour éviter toute accumulation d’azide
métalliqgue dans les canalisations.

3. Comme avec tout produit d’origine biologique, respecter les procédures de manipulation appropriées.

4. Porter un vétement de protection approprié pour éviter le contact avec les yeux et la peau.

5.  Les réactifs non utilisés doivent étre éliminés conformément aux réglementations locales et nationales.

Conservation

Conserver entre 2 et 8 C. Ne pas utiliser aprés la date de péremption imprimée sur le flacon. Si les réactifs sont conservés dans des
conditions autres que celles indiquées, celles-ci doivent étre validées par I'utilisateur. Il n'y a aucun signe évident indiquant I'instabilité de ce
produit. Par conséquent, les contrdles positifs et négatifs doivent étre testés en méme temps que des échantillons de patient. Si une
coloration inattendue est observée, qui ne peut étre expliquée par un changement des procédures du laboratoire, et en cas de suspicion
d’'un probleme lié a I'anticorps, contacter I'assistance technique de Dako.
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Préparation des échantillons
Les échantillons de biopsie peuvent étre préservés pour la coloration IHC par fixation au formol suivie d’'une inclusion en paraffine.

L’anticorps anti-PR, PgR 636 peut étre utilisé sur des tissus fixés au formol neutre tamponné, au methacarn ou au fixateur de Carnoy avant
d'étre inclus en paraffine. Les coupes de tissus déparaffinées doivent étre traitées a la chaleur avant de procéder & la coloration IHC." Le
démasquage des cibles implique I'immersion des coupes de tissus dans une solution tampon préchauffée et le maintien de la chaleur, dans
un bain-marie (95-99 ), une étuve (95-99 ) ou u ne autoclave (121 ). Pour une meilleure adhérence des coupes de tissus sur les
lames de verre, il est recommandé d'utiliser des Silanized Slides (réf. S3003). La Target Retrieval Solution (réf. S1700) ou la Target
Retrieval Solution 10x Concentrate (réf. S1699) sont recommandées lors d’un protocole de chauffage de 20 a 40 minutes.

L’anticorps anti-récepteur de la progestérone peut étre utilisé pour le marquage de coupes cryostat ou de frottis cellulaires.

Procédure de coloration
Suivre la procédure pour le systéme de détection sélectionné.

Interprétation de la coloration
Le profil de coloration cellulaire pour I'anticorps anti-PR, PgR 636 est nucléaire. Un résultat de coloration est positif si plus de 10 % des
cellules présentent une coloration nucléaire, quelle que soit I'intensité.

Caractéristiques de performance

Tissus sains

La répartition du PgR dans les tissus sains a été reportée dans diverses études. Les noyaux des cellules glandulaires de I'utérus se sont
avérés trés immunoréactifs. Une coloration immunologique plus faible a été observée dans les noyaux des cellules stromales endométriales
et prostatiques.

Immunoréactivité dans un panel de tissus sains : le tableau 1 contient une liste de tissus positifs présentant une immunoréactivité avec le
PgR 636. Tous les tissus ont été fixés au formol et inclus en paraffine puis colorés avec I'anticorps anti-PR, PgR 636 conformément aux
instructions de la notice, a l'aide du LSAB™?2 Detection System (code K0675). Les tissus négatifs incluent : la glande surrénale (4), la moelle
osseuse (2), le cerveaulcervelet (4), le cerveau/cerebrum (3), le cblon (3), 'eesophage (3), le cceur (3), le rein (3), le foie (3), le poumon (3),
les cellules mésothéliales (3), I'ovaire (3), le pancréas (3), la parathyroide (3), le nerf périphérique (3), la glande salivaire (3), le muscle
squelettique (3), la peau (3), I'intestin gréle (3), la rate (4), I'estomac (3), le testicule (3), le thymus (3), la thyroide (3) et 'amygdale (3).

Tableau 1 : Résumé de la réactivité au PgR 636 dans les tissus sains

Type de tissus (nbre testés) Elément tissulaire positif Coloration et profil de coloration

Sein (3) Cellules épithéliales canalaires intensité de coloration 3+, 3 tissus sur 3

Col de l'utérus (3) Cellules épithéliales glandulaires  intensité de coloration 2+, 1 tissu sur 3
Fibroblastes stromaux intensité de coloration 2+, 2 tissus sur 3

Hypophyse (3) Pituicytes intensité de coloration 2+, 1 tissu sur 3

Prostate (3) Fibroblastes stromaux intensité de coloration 2+, 1 tissu sur 3

Utérus (3) Stroma endométrial intensité de coloration 2+, 3 tissus sur 3
Myometre intensité de coloration 2+, 3 tissus sur 3
Glandes endométriales intensité de coloration 2+, 2 tissus sur 3

Une deuxiéme étude sur des tissus sains a mis en évidence une positivité au niveau de I'endometre et une faible positivité au niveau de la
prostate aprés démasquage de I'épitope par la chaleur (HIER) en utilisant le systéme de détection LSAB™+. Les tissus négatifs incluent
I'cesophage, le testicule, le sein, le foie, le rein, le muscle squelettique, le placenta, la glande surrénale, 'amygdale, le poumon, le c6lon, la
peau, le pancréas, la rate, la thyroide, I'estomac et le muscle cardiaque.*

Tissus tumoraux

Quatre-vingt dix-sept tissus de cancer du sein ont été testés en utilisant I'anticorps anti-PR, PgR 636 avec le systeme de détection LSAB2
qui avait auparavant été évalué en termes d’expression du PR via une méthode immunoenzymatique (EIA) portant sur le PR. La corrélation
entre les 2 tests était de 90,7 % tandis que la spécificité s’élevait a 94 % et la sensibilité a 87,2 %. Dans une autre étude, 31 carcinomes
mammaires précédemment testés par une méthode charbon dextran (« dextran-coated charcoal-DCC ») ont été colorés en utilisant le
systeme de détection LSAB+. Une coloration positive a été notée pour 21 cas sur 23 de tumeurs précédemment déterminées comme étant
positives, alors que 6 tumeurs sur 8 demeuraient négatives (sensibilité de 91 % et spécificité de 75 %)."

L’anticorps anti-PR, PgR 636 associé a un systéme de détection peroxydase/antiperoxydase a été utilisé pour colorer un grand nombre de
tumeurs de 60 types différents. Les cancers du sein (5/11), de I'utérus (2/2), de I'ovaire (2/6) et les carcinomes de I'endomeétre (2) ont été
fortement colorés. Le carcinome médullaire de la thyroide (1/2) et la tumeur du sac vitellin testiculaire étaient positifs. D’autres tumeurs
incluant le mélanome, le lymphome et les tumeurs neuroendocriniennes et neurales étaient négatives pour I'expression du PR.!

Reproductibilité

Reproductibilité

Huit coupes en série ont été prélevées pour évaluation sur chacun des trois blocs de carcinome mammaire différents fixés au formol et
inclus en paraffine. L’analyse a été réalisée comme suit :

Reproductibilité intra-cycle

Selon le protocole standard du EnVision™+ Peroxidase Kit (réf. K4007), trois lames issues de chacun des blocs de tissus distribués au
hazard dans I'ordre de la coloration ont été colorées a l'aide de I'anticorps prét a I'emploi Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, clone
PgR 636. Simultanément, une lame provenant de chaque bloc a été colorée a I'aide d'un réactif de controle négatif.

(107022-003) 303352EFG_002 p. 4/7



Reproductibilité inter-cycles

En colorant une lame provenant de chaque bloc de tissu, la procédure ci-dessus a été répétée sur deux jours supplémentaires avec un autre
technicien effectuant la coloration pour la troisieme procédure de coloration. Simultanément, une lame provenant de chaque bloc a été
colorée a l'aide d'un réactif de contréle négatif.

Les expériences de reproductibilité avec I'anticorps anti-PR, PgR 636 ont donné des résultats cohérents avec les analyses inter-cycles et
intra-cycle. Les mémes conditions d’analyse ont été conservées tout au long de I'étude et les réactifs ont été conservés entre 2 et 8 °C entre
les cycles de test.

DEUTSCH
Code-Nr. M3569

Verwendungszweck
Zur In-vitro-Diagnostik.

Monoclonal Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, Clone PgR 636 (Anti-PR, PgR 636) wird im Labor dazu verwendet, den
Progesteronrezeptor in normalen und pathologischen Humangeweben, die in Paraffin eingebettet und mit neutral gepuffertem Formalin
behandelt wurden, mit Lichtmikroskopie halbquantitativ nachzuweisen. Dieser Antikdrper ist als Unterstltzung bei der Behandlung und
Prognose von Brustkrebs sowie bei der Vorhersage seines Verlaufs indiziert. Positive Ergebnisse unterstitzen die Klassifizierung normaler
und abnormaler Zellen/Gewebe und ergénzen die konventionelle Histopathologie. Die klinische Auswertung vorhandener oder fehlender
Farbungen sollte durch morphologische und histologische Untersuchungen mit entsprechenden Kontrollen ergénzt werden. Auswertungen
missen von einer qualifizierten Person unter Bericksichtigung der Krankengeschichte und anderer Diagnostiktests des Patienten
vorgenommen werden.

Zusammenfassung und Erklarung

Die Rolle der Steroidhormonrezeptoren bei Brustkrebs ist gut bekannt*® Das Fehlen des Ostrogenrezeptors (ER) bzw.
Progesteronrezeptors (PR) zeigt frihe Rezidive und eine geringe Uberlebenschance fiir Brustkrebspatientinnen an.*” Dagegen erlaubt das
Vorliegen von ER und PR in Tumoren die Prognose des potenziellen Nutzens einer Therapie mit Tamoxifen bzw. anderen endokrin
wirksamen Therapeutika. Die Messung des ER und PR kann halbquantitativ durch IHC oder quantitativ mit DCC oder EIA erfolgen. Die
Korrelatior?3 lzowischen halbquantitativen und quantitativen PR-Bestimmungen lag je nach Labor und eingesetztem Antikdrper zwischen 73 %
und 91 %.™

Folgende Angaben bitte den Allgemeinen Richtlinien zur immunhistochemischen Farbung von Dako bzw. den Anweisungen des
Detektionssystems fur IHC-Verfahren entnehmen: 1) Verfahrensprinzipien, 2) Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien,
3) Aufbewahrung, 4) Vorbereitung der Probe, 5) Farbeverfahren, 6) Qualitatskontrolle, 7) Fehlerbehebung, 8) Auswertung der Férbung,
9) Allgemeine Beschrankungen.

Mitgelieferte Reagenzien
Monoklonaler Maus-Antikdrper in flussiger Form als Gewebekulturiiberstand in 0,05 mol/L Tris-HCI-Puffer, pH 7,2 und 0,015 mol/L
Natriumazid. Dieses Produkt enthdlt ein Stabilisatorprotein.

Klon: PgR 636" Isotyp: IgG,, kappa
Konzentration Maus-IgG mg/L: Siehe Flaschchenetikett.

Anti-PR, PgR 636 bei Tests mit dem LSAB™2-Nachweissystem in einer Verdiinnung von 1:50 und mit einer Inkubationsdauer von 10 bis 30
Minuten verwenden. Hierbei handelt es sich lediglich um eine Richtlinie. Optimale Antikdrperkonzentrationen kdénnen je nach Probe und
Vorbereitungsmethode unterschiedlich sein und sollten von jedem Labor selbst bestimmt werden.

Die Proteinkonzentration kann bei den Chargen verschieden ausfallen, ohne die optimale Verdinnung zu beeinflussen. Der Titer wird bei
jeder einzelnen Charge angeglichen, um vergleichbare immunhistochemische Farbeergebnisse zwischen den Chargen mit einer
Referenzcharge zu gewahrleisten.

Immunogen
Formalinfixierte rekombinante A-Form (vollstandig) des humanen Progesteronrezeptors1

Spezifitat

Anti-PR, PgR 636 hat im Western Blotting an Ganzzell-Extrakten nachweislich mit den A- und B-Formen des Progesteronrezeptors reagiert.
Es reagiert ebenfalls mit freien und hormongebundenen Progesteronrezeptoren.” Die Lage des Epitops wurde an der aminoterminalen
Doméne bestimmt, in der auch PR-A und PR-B liegen.

Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien
Siehe Allgemeine Richtlinien zur immunhistochemischen Farbung von Dako und/oder Anweisungen des Detektionssystems. Darlber hinaus
folgendes Negativkontrollreagenz verwenden:

Mouse IgG; (Code-Nr. X0931)

Vorsichtsmafnahmen

1. Nur fur Fachpersonal bestimmt.

2. Dieses Produkt enthalt Natriumazid (NaNs), eine in reiner Form auRerst giftige Chemikalie. Ansammlungen von NaN; kdnnen auch in
Konzentrationen, die nicht als gefahrlich klassifiziert sind, mit Blei- und Kupferabflussrohren reagieren und hochexplosive Metallazide
bilden. Nach der Entsorgung stets mit viel Wasser nachspilen, um Azidansammlungen in den Leitungen vorzubeugen.

Wie alle Produkte biologischen Ursprungs miissen auch diese entsprechend gehandhabt werden.

Entsprechende Schutzkleidung tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.

Nicht verwendete Losung ist entsprechend ortlichen, bundesstaatlichen und staatlichen Richtlinien zu entsorgen.

arw
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Aufbewahrung

Bei 2-8 € aufbewahren. Nach Ablauf des auf dem Flaschchen aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Werden die
Reagenzien nicht entsprechend den angegebenen Bedingungen aufbewahrt, missen die Bedingungen vom Anwender gepruft werden. Es
gibt keine offensichtlichen Anzeichen fiir eine eventuelle Produktinstabilitat. Positiv- und Negativkontrollen sollten daher zur gleichen Zeit wie
die Patientenproben getestet werden. Falls es zu einer unerwarteten Farbung kommt, die sich nicht durch Unterschiede bei Laborverfahren
erklaren lasst und auf ein Problem mit dem Antikdrper hindeutet, ist der technische Kundendienst von Dako zu verstandigen.

Vorbereitung der Probe
Biopsieproben kénnen fir die IHC-Farbung durch Formalinfixierung und anschlielende Paraffineinbettung haltbar gemacht werden.

Anti-PR, PgR 636 kann auf Geweben verwendet werden, die vor der Paraffineinbettung in neutral gepuffertem Formalin, Methacarn oder
Carnoy-Fixiermittel fixiert wurden. Vor dem IHC-Farbeverfahren missen die entparaffinierten Gewebeschnitte mit Warme behandelt
werden.” Zur hitzeinduzierten Epitopdemaskierung gehort ein Eintauchen der Gewebeschnitte in eine vorgewarmte Pufferldsung, deren
Temperatur in einem Wasser- bzw. Dampfbad (95-99 ) oder einem Dampfsterilisator (121 C) beibehalten wird. Zur besseren Haftung der
Gewebeschnitte an den Glasobjekttrager wird die Verwendung von Silanized Slides (Code-Nr. S3003) empfohlen. Fir ein Warmeprotokoll
von 20-40 Minuten werden Target Retrieval Solution (Code-Nr. S1700) oder 10x Concentrate (Code-Nr. S1699) empfohlen.

Anti-Progesterone Receptor eignet sich auch zur Markierung von Gefrierschnitten oder Zellausstrichen.

Féarbeverfahren
Das flr das ausgewahlte Detektionssystem empfohlene Verfahren befolgen.

Auswertung der Farbung
Das zellulare Farbemuster fur Anti-PR, PgR 636 ist nukleér. Als positives Ergebnis gilt die Farbung von mehr als 10 % der Zellkerne mit
beliebiger Intensitat.

Leistungsmerkmale

Normale Gewebe

Die Verteilung von PgR im normalen Gewebe ist in zahlreichen Studien beschrieben worden. Eine starke Immunreaktivitdt wurde bei den
Nuklei von Zellen der Gebarmutterdriise beobachtet. An den Kernen der Stromazellen aus Endometrium und Prostata war die
Immunfarbung schwacher.

Immunreaktivitdt in verschiedenen normalen Geweben: Tabelle 1 enthalt eine Aufstellung von Geweben mit positiver PgR 636-
Immunreaktivitat. Alle Gewebe wurden formalinfixiert, paraffineingebettet und mit Anti-PR, PgR 636 gemaR den Anweisungen der
Packungsbeilage mit dem LSAB™2 Detection System (code K0675) eingefarbt. Negative Gewebe waren Nebennieren (4), Knochenmark
(2), Gehirn/Zerebellum (4), Gehirn/Zerebrum (3), Darm (3), Osophagus (3), Herz (3), Niere (3), Leber (3), Lunge (3), Mesothelzellen (3),
Eierstocke (3), Pankreas (3), Nebenschilddruse (3), peripherer Nerv (3), Speicheldrusen (3), Skelettmuskulatur (3), Haut (3), Dunndarm (3),
Milz (4), Magen (3), Hoden (3), Thymus (3), Schilddriise (3) und Mandeln (3).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die PgR 636-Reaktivitiati n normalem Gewebe

Gewebetyp (Anz. getestet) Positives Gewebe-Element Farbung und Farbungsmuster

Brust (3) Gangepithelzellen Farbungsintensitat 3+, 3/3 Geweben

Gebarmutterhals (3) Glandulére Epithelzellen Farbungsintensitat 2+, 1/3 Geweben
Stromafibroblasten Farbungsintensitat 2+, 2/3 Geweben

Hypophyse (3) Pituizyten Farbungsintensitat 2+, 1/3 Geweben

Prostata (3) Stromafibroblasten Farbungsintensitat 2+, 1/3 Geweben

Uterus (3) Endometranes Stroma Farbungsintensitat 2+, 3/3 Geweben
Myometrium Farbungsintensitat 2+, 3/3 Geweben
Endometrane Drisen Farbungsintensitat 2+, 2/3 Geweben

Eine weitere Studie an normalen Geweben ergab Positivitat im Endometrium und schwache Positivitat in der Prostata nach hitzeinduzierter
Epitopdemaskierung mit einem LSAB™+ Detektionssystem. Negative Gewebe waren Osophagus, Hoden, Brust, Leber, Nieren,
Skelettmuskulatur, Plazenta, Nebennieren, Mandeln, Lunge, Darm, Haut, Pankreas, Milz, Schilddriise, Magen und Herzmuskel.*

Abnormale Gewebe

Siebenundneunzig zuvor mit dem PR-EIA auf Progesteronrezeptor-Expression bewertete Brustkrebsgewebeproben wurden mit dem LSAB2
Detektionssystem mit Anti-PR, PgR 636 getestet. Die Korrelation zwischen den beiden Assays betrug 90,7 %, die Spezifitdt 94 % und die
Empfindlichkeit 87,2 %. In einer anderen Studie wurden 31 zuvor nach der DCC-Methode getestete Mammakarzinome mit dem LSAB+-
Detektionssystem eingeférbt. Positive Farbung wird fir 21/23 zuvor bestimmte positive Tumore beschrieben, hingegen blieben 6/8 negativ
(Empfindlichkeit 91 % und Spezifitat 75 %).

Mit einem Peroxidase/Antiperoxidase-Detektionssystem wurde Anti-PR, PgR 636 zur Immunféarbung von 60 verschiedenen Tumortypen
verwendet. Beim Mamma- (5/11), Uterus- (2/2), Eierstock- (2/6) und Endometriumkarzinom (2) trat eine starke Farbung auf. Auch das
medullare Karzinom der Schilddrise (1/2) und der testikulére Dottersacktumor waren positiv. Andere Tumore wie Melanom, Lymphom und
neuroendokrine bzw. neurale Tumore wiesen keine PR-Expression auf.*

Reproduzierbarkeit

Reproduzierbarkeit

Fir den Test wurden acht serielle Schnitte von jedem von drei verschiedenen formalinfixierten, paraffineingebetteten Mammakarzinom-
Gewebeblocken entnommen. Die Tests wurden wie folgt durchgefuhrt:
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Reproduzierbarkeit innerhalb eines Durchlaufs

GemaR der Verfahrensanleitung des standardméfRigen EnVision™+ Peroxidase Kits (Code-Nr. K4007) wurden von jedem Gewebeblock drei
in Zufallsreihenfolge fir die Farbung ausgewahlte Objekttrager mit gebrauchsfertigem Mouse Anti-Human Progesteron Receptor, Clone PgR
636 eingefarbt. Gleichzeitig wurde wieder ein Objekttrager aus jedem Block mit einer darauf abgestimmten Negativkontrolle eingefarbt.

Reproduzierbarkeit bei verschiedenen Durchlaufen

Das oben beschriebene Verfahren wurde an zwei weiteren Tagen an je einem Objekttrager aus jedem Gewebeblock wiederholt, wobei ein
anderer Labormitarbeiter fir das dritte Farbeverfahren zustandig war. Gleichzeitig wurde wieder ein Objekttrager aus jedem Block mit einer
darauf abgestimmten Negativkontrolle eingefarbt.

Versuche zur Reproduzierbarkeit mit Anti-PR, PgR 636 ergaben sowohl bei Versuchen innerhalb eines Durchlaufs als auch in
verschiedenen Durchlaufen tUbereinstimmende Ergebnisse. Wahrend der gesamten Studie wurden gleich bleibende Versuchsbedingungen
beibehalten; die Reagenzien wurden zwischen den Durchlaufen bei 2—-8 C aufbewahrt.

References

Bibliographie

Literaturangaben

1. Press M, Spaulding B, Groshen S, Kaminsky D, Hagerty M, Sherman L, Christensen K, Edwards DP. Comparison of different
antibodies for detection of progesterone receptor in breast cancer. Steroids 2002;67(9):799-813

2.  Henderson C. Breast cancer. In: Harrison's principles of internal medicine, 12th edition, Wilson JD, Braunwald E, Isselbacher KJ,
Petersdorf RG, Martin JB, Fauci AS, Root RK (eds). McGraw-Hill, Inc. New York, 1991

3.  Fuqua SAW. Estrogen and progesterone receptors and breast cancer. Diseases of the Breast, Harris et al, eds. Lippincott-Raven,

1996. p. 261

McGuire WL, Clark GM. The prognostic role of progesterone receptors in human breast cancer. Sem Oncol 1983;10(4 Suppl 4):2-6

Clark GM, McGuire WL, Hubay CA, Pearson OH, Marshall JS. Progesterone receptors as prognostic factor in stage Il breast cancer. N

Engl J Med 1983;309(22):1343-7

6. Ravdin PM, Green S, Dorr TM, McGuire WL, Fabian C, Puch RP, Carter RD, Rivkin SE, Borst JR, Belt RJ, Metch B, Osborne CK.
Prognostic significance of progesterone receptor levels in estrogen receptor-positive patients with metastatic breast cancer treated with
tamoxifen: Results of a prospective southwest oncology group study. JCO 1992;10(8):1284-91

7. Chevallier B, Heintzmann F, Mosseri V, Dauce JP, Bastit P, Graic Y, Brunelle P, Basuyay JP, Comoz M, Asselain B. Prognostic value
of estrogen and progesterone receptors in operable breast cancer: Results of a univariate and multivariate analysis. Cancer
1988;62(12):2517-24

8. Page DL, Jensen RA, Simpson JF. Routinely available indicators of prognosis in breast cancer. Breast Can Res Treat 1998;51(3):195-
208

9. Allred DC, Harvey JM, Berardo M, Clark GM. Prognostic and predictive factors in breast cancer by immunohistochemical analysis. Mod
Pathol 1998;11(2):155-68

10. Fitzgibbons PL, Page DL, Weaver D, Thor AD, Allred DC, Clark GM, Ruby SG, O'Malley F, Simpson JF, Connolly JL, Hayes DF, Edge
SB, Lichter A, Schnitt SJ. Prognostic factors in breast cancer. College of American Pathologists consensus statement 1999. Arch
Pathol Lab Med 2000;124(7):966-78

S

Catalogue number /H/- Temperature limitation Consult instructions for use
Référence du catalogue Limites de température []i] Consulter les instructions d'tilisation d
Bestellnummer Zulassiger Temperaturbereich Gebrauchsanweisung beachten m
Manufact Batch cod Use b Dako North America, Inc. Dako Denmark A/S
anutacturer alch code se by 6392 Via Real Produktionsvej 42
“ Fabricant Codedulot g Utiliser jusque Carpinteria, California 93013 USA  DK-2600 Glostrup Denmark
Hersteller Chargenbezeichnung Verwendbar bis
Authorized representative in the European Community In vitro diagnostic medical device Tel 805 566 6655 Tel +45 4485 9500
Représentant Autorisé dans la Communauté Européenne IVD Dispositif médical de diagnostic in vitro Fax 805 566 6688 Fax +45 4485 9595
Autorisierter Représentant in der EU In-vitro-Diagnostikum Technical Support 800 424 0021
T Customer Service 800 235 5763 www.dako.com

Edition 01/09

(107022-003) 303352EFG_002 p. 7/7



GLOSSAIRE



Glossaire

Anatomopathologie:
Fréguemment abrégée en « anapath » dans le jargon des cliniciens, ¢’est une spécialité
médicale. C'est la partie de la pathologie dédiée a I'étude morphologique des

anomalies macroscopiques et microscopiques des tissus biologiques.

Angiogeneése :
Processus physiologique par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins se développent

autour d'une tumeur, ce qui permet a celle-ci de s'approvisionner et de croitre.

Epidémiologie :

C’est I'étude des facteurs influant sur la santé et les maladies de populations. 1l s'agit
d'une discipline qui se rapporte a la répartition, a la fréquence et a la gravité des états
pathologiques.

Histologie :

Autrefois appelée anatomie microscopique’ c’est la branche de la biologie et de
la médecine qui étudie les tissus biologiques. Elle se situe au carrefour de la biologie
cellulaire, I'anatomie, la biochimie et la physiologie. Elle a pour but d’explorer la
structure des organismes vivants. Elle participe a I'exploration des processus

pathologiques et de leurs effets.

Incidence :

C’est une mesure de I'¢tat de santé d'une population dénombrant le nombre de
nouveau cas sur une période donnée. Le taux d'incidence est calculé en rapportant
Iincidence a la taille de la population considérée, toujours sur une période donnée. On
dira par exemple que le taux d'incidence d'une maladie se situe entre tant et tant de

personnes par million d'habitants, par an.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Sant%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fr%C3%A9quence_(statistiques)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9decine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_biologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anatomie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biochimie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Physiologie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Population

e Néoplasie :
Le terme néoplasie désigne une formation nouvelle « néoplasme » qui se développe
par prolifération cellulaire. Le mot « néoplasme » est le terme utilisé en médecine pour

désigner une tumeur ou un cancer.



Résumé:

Les tumeurs cérébrales sont classées a la 17¢™ place au niveau mondial et a la 4™ place au niveau algérien en
termes d’incidence. Le deuxiéme type histologique le plus fréquent est représenté par les méningiomes avec 30%
des cas. Ils proviennent des cellules arachnoidiennes et leur classification est principalement basée sur des
criteres morphologiques qui peuvent étre complétés par des études immunohistochimiques (IHC). En effet
certains biomarqueurs peuvent déterminer le pronostic des méningiomes. Notre étude avait pour objectif
d’évaluer la répartition des méningiomes selon 1’age, le sexe et le grade histologique ainsi que I’intérét de la p53
et du récepteur de la progestérone(RP) dans le pronostic des méningiomes. Pour cela une étude épidémiologique
rétrospective sur 67 cas a été effectuée, suivi d’une étude immunohistochimique sur 14 cas de méningiome en
utilisant des anticorps monoclonaux. Nous avons obtenue comme résultats une moyenne d’age d’apparition de
47.9 ans, un sexe ratio de 0.34. Le grade | été le plus fréquent (82 % des cas). L’immunohistochimie a montré
une immonopositivité de RP dans 87.5 % des grades I, 40 % des grades Il, 0% pour le grade Ill. La P53 été
positive dans 20% des grades 1l et 100 % des grades Ill, et négative pour le grade I. De cela on conclue qu’il
existe une prédominance du sexe féminin et une apparition précoce des méningiomes dans notre série en
comparaison avec les pays occidentaux, mais aussi que le grade | est le plus fréquent. Enfin la p53 peut
potentiellement étre associé, a une agressivité tumorale, tandis que RP peut étre un facteur de bon pronostic.

Mots clés: Méningiome, Immunohistochimie, P53, RP, Epidémiologie.

Summary:

Brain tumors are classified at the 17th place worldwide and the 4th place in the Algerian level in terms of
incidence. The second most common histological type is represented by meningiomas with 30% of cases. They
generate from arachnoid cells and their classification is mainly based on morphological criteria that can be
supplemented by immunohistochemical studies (IHC). Indeed, some biomarkers can determine the prognosis of
meningioma. Our study aimed to evaluate the distribution of meningiomas by age, gender and histological grade
and the interest of p53 and the progesterone receptor (PR) in meningiomas prognosis. In this scope, a
retrospective epidemiological study of 67 cases was performed, followed by immunohistochemical study of 14
cases of meningioma using monoclonal antibodies. We obtained as results an age average of onset of 47.9 years,
a sexe ratio of 0.34, and grade | was most frequent 82% of cases. Immunohistochemistry analysis showed a PR
immonopositivity in 85.7% of grade I, 40% of Grade Il 0% for grade I1l. The P53 was positive in 20% of grade
Il and grade 111 100%, and negative for grade I. in conclusion, our data show that there is a predominance of the
female, early onset of meningiomas in our series compared to Western countries, but also that the most common
grade is the grade I. finally, p53 may potentially be associated with tumor aggressiveness, while RP can be a
good prognosis factor.

Keywords: Meningioma, Immunohistochemistry, P53, PR, Epidemiology.
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