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Abstract:

Introduction: The contribution of immunohistochemistry (IHC) to undifferentiated
carcinoma of the nasopharynx (UCNT) has been the subject of several studies. The
purpose of this work is to demonstrate its interest apart from the positive diagnosis.
Methods: The retrospective study collected UCNT diagnosed by standard histology on
biopsy samples (cavum or lymph node), which, once fixed in formalin and embedded in
paraffin, allowed immunohistochemically analysis using specific antibodies for the
following markers: VEGF, EGFR, LMP1, Bcl2, Ki67, C-kit, and P53.

Results: The expression levels of the markers were variable. A significant relationship
between some markers and the young age of the patients, the viral load of Epstein-Barr
virus (EBV), and the presence of metastases was noted, while others were predictive of
the therapeutic response and had an impact on the prognosis.

Discussion: The mechanisms involved in the appearance of UCNT, its diagnosis, or its
treatment still raise many questions. The markers used in IHC have several interests apart
from those allowing for a positive diagnosis. The EBV-UCNT relationship is well known
due to the hypoexpression of some markers, especially in young subjects. In our study,
they were correlated with other markers at an advanced stage of the disease in its lymph
node or distant metastatic form and were indicators of relapse and a poor prognosis. In
some cases, the hypoexpression of the markers was a harbinger of resistance to treatment.
Our results overlapped with data from the literature.

Conclusion: IHC is a very useful step in pathological anatomy. It makes it possible to
establish the positive diagnosis emphasized by the clinic. The IHC markers of UCNT have
made it possible to highlight the link with EBV as well as prognostic and predictive
elements of response to therapy.
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Le recours a I’'immunohistochimie est indispensable dans le
diagnostic de 'UCNT qui montre une positivité des cellules
tumorales pour les cytokératines et une négativité pour le
CD45 et le CD20,ce qui permet de le différencier des autres
néoplasies comme les lymphomes malins Hodgkiniens et
non hodgkiniens, le rhabdomyosarcome, les shwannomes
malins, les chondrosarcomes, le mélanosarcome et le
neuroblastome olfactif. Cependant,dans le cas ou le
diagnostic histologique reste douteux, la relation avec L’
EBV peut étre mise en évidence par hybridation in situ ainsi
que par biologie moléculaire. Il est connu qu’il existe un lien
entre 'EBV et I'UCNTL, cependant, les processus
impliqués dans la genése de la tumeur, le diagnostic ou le
traitement suscitent de nos jours encore ,de nombreuses

[1]

interrogations dont il faudra rechercher les réponses, en se
référant aux données scientifiques. L’EBV présente deux
cibles cellulaires distinctes in vivo qui sont les cellules
lymphoides B et les cellules épithéliales pharyngées et son
implication est précoce dans la transformation cellulaire 2,
Parmi les protéines exprimées par I’EBV, la protéine
membranaire ou latent membran protein (LMP1) Bl qui
représente I'exclusive protéine de I'EBV possédant une
propriété permettant la transformation néoplasique et qui est
exprimée dans plus de 50% des cas soit sur des biopsies de
la tumeur au sein méme des cellules épithéliales soit au
niveau des lymphocytes qui infiltrent 'UCNT. Elle est dotée
de plusieurs actions dont le pouvoir fortement métastatique
[4 51 et ceci, grace a l’activation de plusieurs voies de
signalisation cellulaire. Si des taux sériques du facteur
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endothélial vasculaire de croissance de (VEGF) élevés avant
et apres radiothérapie étaient un facteur de mauvais
pronostic, avec un fort potentiel de métastases [,
I'expression élevée de I’epidermal growth factor receptor
(EGFR) est corrélée également & un mauvais pronostic [,
Cependant, une basse expression de la protéine nucléaire
non histonique, (Ki67) rendait les patient chimio et radio
résistants et exposait au métastases et a un mauvais
pronostic & alors que I’hyper expression de la protéine anti-
apoptotique Bcl2 était fréquente et pourvoyeuse de rechutes
métastatique comme celle de C Kit mais qui se voyait chez
le sujet jeune [l L’hyper expression de la protéine
antitumorale P53 serait fréquente dans les UCNT % avec
d’une part la présence d’adénopathies (N+) 1 et d’autre
part, I’existence de mutations de P53, impliquait un mauvais
pronostic 12,

Objectif:

L’objectif de notre travail était de démontrer le role de I’
IHC des UCNT en dehors de son intérét pour le diagnostic
positif , en apportant des connaissances supplémentaires sur
son utilisation notamment en épidémiologie, clinique,
thérapeutique et pronostique.

Méthodes:

L’étude rétrospective a colligé 45 patients porteurs d’UCNT
localement avancés ou meétastatiques, diagnostiqués a
I’histologie standard sur des prélévements biopsiques

(cavum ou ganglion). Aprés fixation au formol et inclusion
en paraffine, I’analyse immunohistochimique était effectuée
en utilisant des anticorps spécifiques pour chaque marqueur:
VEGF, EGFR, LMP1, Bcl2, Ki67, C kit et P53. Nous avons
recherché les différentes expressions ou le score variait de
zéro croix (0) sans aucune expression, & une croix (+)
expression de 25%, deux croix (++) expression entre 25 a
50%, trois croix (+++) expression entre 51 a 75% et enfin
quatre croix (++++), expression > 75%.

L’analyse statistique et l’exploitation des données ont été
réalisées sur logiciel EPI Info 60/Excel et SPSS pour
Windows version 22. L’analyse d’une seule variable par le
calcul des fréquences, la moyenne et I’écart type pour un
risque 0=0, 05. L’analyse multivariée de variables non
paramétriques par: le calcul du coefficient de corrélation
linéaire de Pearson r avec son intervalle de confiance & 95%;
le r2: coefficient de détermination, explique que tant de %
est la cause de I’événement créé par deux facteurs réunis; V
de Cramer: est la mesure d’association qui s’interpréte
comme un coefficient de corrélation linéaire r et V2: mesure
la taille de I’effet en %.

Résultats:

Nous avons noté une hyper expression de 27% de I’EGFR a
4(+), 55,6% du VEGF al(+), 44,5% du C Kit al(+), 44,5%
de P53 a 3(+), 44,5% de LMP1 a 4(+), 66,6 % de Bcl2 a
4(+) et 66,7% du Ki67 a 0 (+).

Résultats (Tableau 1, Figures 1 a 7).

Tableau 1: Résultats de I'THC (score et pourcentage)

LMP‘]:+++4
Vi ":za},

By

(2]

Score(+) 0 + ++ +++ ++++
% <10 10-25 26-50 51-75 >75
EGFR 222 16,5 111 222 27
VEGF 17 55,6 111 111 5,6
C Kit 16,7 445 0 22,2 16,5
P53 5,6 16,7 5,6 445 278
Ki67 66,7 222 0 0 11,11
LMP1 222 56 0 278 44,5
Bcl2 0 16,7 0 16,7 66,6
Figure 1a7: IHC selon les marqueurs et les scores



http://www.multiarticlesjournal.com/
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d
1.%09Busson%20P,%20Keryer%20C,%20Ooka%20T,%20Corbex%20M.%20EBV-associated%20nasopharyngeal%20carcinomas:%20from%20epidemiology%20to%20virus-targeting%20strategies.%20Trends%20Microbiol.2004;12:356-60%20%5bGoogle%20Scholar%5d

Online Available at: www.multiarticlesjournal.com

ISSN: 2583-7397

Les corrélations de I’THC avec 1’épidémiologie, le stade clinique el la survie sont représentées sur le tableau 2,3 et 4.

Tableau 2: Corrélation des marqueurs a I’THC avec 1’épidémiologie

Association rIC a 95% p-value r Age Moyen (ans) Lien entre les variables (%)
Marqueur-age
A - 0,308
C Kit-age (0,398 -3 022] 0,049 0,098 34,14 9,8
A 0,222
P53 —age [1,497-3,923] 0,047 0,05 44,18 5
Marqueur-EBV Ac antiVCA(%) hyperexpression (%) Age Moyen  (ans)
LMP1-EBV 100 >75 44
Ckit-EBV 80 50-75 34
P53-EBV 54 50 42

Légende : r= Corrélation, IC=intervalle de confiance, r2=coefficient de détermination

Tableau 3 : Corrélation des marqueurs a I’THC avec le stade TNM

Association R P r2 \I;;er?ate)vet;e((l)z ; Exp(r;: )S fon
LMP1- M+ | 0,278 | 0,027 | 0,077 7,7 Variable
KI67- M+ | 0,139 | 0,045 | 0,02 2 10-25
P53-N+ 0,186 | 0,047 | 0,034 34 51
P53- M+ 0,241 | 0,05 | 0,058 5,8 B
CKit-M+ | 0,139 | 0,049 | 0,02 2 >51
EGFR-M+ | 0,189 | 0,05 | 0,03 3 10-25
VEGF-M+ | 0,303 | 0,042 | 0,09 9 10-50
Bcl2-M+ | 0,181 | 0,003 | 0,03 3 >10

Légende: r= Corrélation, p=p value, IC=intervalle de confiance,
r2=coefficient de détermination M+= métastases, N+= ganglion envahi

Tableau 4: Corrélation des marqueurs a I'THC avec la SG

Association R p-value r Lien entre les variables (%)
K167-SG | 0,206 | 0,036 | 0,042 4,2
P53- SG 0,075 | 0,026 | 0,005 0,5

C Kit—SG | 0,166 0,08 - -

EGFR-SG | 0,287 | 0,035 0,08 8

VEGF-SG | 0,327 | 0,015 | 0,106 10,6
Bcl2- SG 0,08 0,031 | 0,006 0,6

Légende: SG=survie globale, r= Corrélation, r=coefficient de
determination

Discussion:

Les niveaux d’expression des sept marqueurs étudiés en
immunohistochimie  étaient variables. Sur le plan
épidémiologique, seuls les marqueurs Ckit et P53 étaient
corrélés significativement avec 1’4ge jeune de nos patients,
ou I’age moyen des patients surexprimant le C Kit était de
34 ans tandis que celui décrit dans la littérature I était noté
seulement dans 33% des cas chez le sujet jeune. Pour nos
patients surexprimant P53, I’dge moyen était de 44ans se
rapprochant de celui décrit par Simon Lo et al [
représentant un taux de 85, 5% chez le sujet de la
cinquantaine et rarement vu chez le sujet de moins de 30
ans. L’hyper expression de LMP1 était retrouvée chez tous
nos patients et correspondait a des taux d’AC anti EBV
élevés. Elle variait entre 3 et 4 (+) .Nous partagions nos
résultats avec les données de la littérature 221, Pour ce qui est
de I’hyper expression de Ckit et de P53, lorsqu’elles étaient
identifiées dans notre série, ’EBV était a chaque fois positif.
Elles variaient entre 2 et 4 (+) et étaient en parfaite harmonie
avec les données de la littérature ., La corrélation de I’THC

(3]

avec le stade cliniqgue TNM et le pronostic a objectivé chez
tous nos patients métastatiques une expression faible du
Ki67 comprise entre 10 et 25% et un lien entre les deux
variables estimé a 2%. D’aprés la littérature, les patients
ayant une basse expression de Ki67 seraient chimio et radio
résistants, exposés aux métastases et a un mauvais pronostic
B, Quant & la corrélation entre ’expression du VEGF et les
métastases, nous I’avons estimée a 9% .Elle représentait le
pourcentage le plus élevée comparée aux autres marqueurs.
Zhao et al ™4 ont montré que I’hyper expression du VEGF
était un facteur de mauvais pronostic, surexprimée pour les
tumeurs trés vascularisées avant et aprés radiothérapie et
était un facteur de mauvais pronostic, et que par conséquent
son dosage était utile pour prédire les résultats aprés
traitement surtout pour les patients & un stade avancé [, En
ce qui concernait l'expression de I’EGFR, nous avons
retrouvé un lien avec les métastases a 3% et, ce marqueur
était corrélé aussi & un mauvais pronostic des patients UCNT
selon Wang et al [, Pour ce qui était de la corrélation entre
P53 et métastases ganglionnaires, elle était significative chez
nos patients et estimée a 3, 4%. Nos résultats appuyaient
fortement les données de la littérature 2. 1l existait
également un lien pour ce méme marqueur avec les
métastases a distance de 5, 8% et il a été ont démontré que
I’existence de mutations de P53 impliquaient un mauvais
pronostic 2. Parallélement, I’expression de Bcl2 > 75%
était élevée de 66, 6% des cas avec un lien avec les
métastases estimé a 3% chez nos patients. L 'expression
anormalement élevée de ce marqueur était corrélée a un
mauvais pronostic des patients UCNT et serait présente dans
80% des cas 1%, Concernant le marqueur C KIT, un lien
avec les métastases de notre série était estimé a 2 % et son
hyper expression était pourvoyeuse de rechutes
métastatiques 1. Pour ce qui était de la LMP1,un lien de 7,
7% avec les métastases a été noté dans notre série en cas
d’hyper expression, elle était exprimée dans environ 50%
des cas [518 et contribuait au potentiel fortement
métastatique de 'UCNT 27,

Conclusion:

L'immunohistochimie est une étape trés utile en anatomie
pathologique. Elle permet de poser dans la majorité des cas
le diagnostic positif des UCNT orienté par la clinique. Dans
le cas ou I’étude histologique reste douteuse, la relation avec
L’ EBV peut étre mise en évidence par I’hybridation in situ
ainsi que par la biologie moléculaire. Cet article a permis
d’une part, de mettre en évidence la relation entre la charge
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virale et I’hyper expression de la LMP1 et d’autre part, que
des marqueurs étaient corrélés au stade avancé de la maladie
avec une hyper expression quasi constante en cas de
métastases impactant sur le pronostic tandis que d’autres
étaient prédictifs de la réponse thérapeutique. Toutes ces
données suggéraient que le carcinome indifférencié du
nasopharynx représente un groupe de néoplasies trés
hétérogenes histologiquement et qu’il faudrait élargir la
recherche afin de fournir de nouvelles connaissances sur
’utilité de 1'immunohistochimie dans ce type de cancer.
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