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Présentation de CHU Feés.

La création d'un laboratoire central d'analyses médicales au sein du CHU est une
premiére nationale. Cette conception adoptée récemment dans les laboratoires

hospitaliers internationaux permet :

» D’optimiser les moyens techniques et le budget de fonctionnement du
laboratoire.

» D’offrir des plateaux techniques spécialisés de grande qualité ouverts a toutes
les disciplines biologiques, par une communication informatique inter
laboratoires, un échange continu d'informations et une complémentarité dans

les bhilans réalisés .

Le Laboratoire Central d’Analyses Médicales est situé au batiment J. |l représente un
pble d’activité hospitaliere comportant plusieurs spécialités d’analyses médicales. Ce

batiment comprend
% Une salle de réception
% Une salle de prélevements

*» Plusieurs laboratoires, a savoir :

e Laboratoire de biochimie/Pharmacotoxicologie

Laboratoire d'hématologie

Laboratoire de bactériologie /Immunologie

Laboratoire de parasitologie

Laboratoire de génétique

Laboratoire d'anatomie pathologique.

Ce travail a été réalisé a 'unité d’anapathe au CHU HASSAN II, dans
le cadre de la réalisation du projet de fin d’études pour I'obtention du dipldme de

licence sciences et techniques.



Abréviations

GIST : Tumeurs stromales gastro-intestinales

IHC: Immunohistochimie

KIT: protéine kinase

Kit: gene kit

PDGFRA: Récepteur pour les plaquettes dérivé du facteur de croissance
Pdgfr: gene pdgfr

SCF: Stem cell factor

CIC: cellule interstitielle de Cajal

IM : index mitotique



Résume :

Les tumeurs stromales du tractus gastro-intestinal sont des tumeurs mésenchymateuses qui se
développent dans la majorité des cas aux dépens de I'estomac et du gréle, plus rarement dans
le rectum, le colon, I'cesophage ou le mésentére. Dérivant des cellules de Cajal ou d’un de leur
précurseur, et de phénotype typiquement CD117/KIT + (98%) CD34+ (70%), elles sont
caractérisées par la fréquente expression des protéines KIT (80%), ou PDGFRA (5%) mutées et
activées de maniére mutuellement exclusive. 20 observations de tumeurs stromales gastro-
intestinales diagnostiquées au service d’anatomopathologie de CHU Hassan Il de Fes entre
2013 et 2017 ont été rapportées. L'étude a concerné 20 patients (8 hommes et 12 femmes)
d’'une moyenne d’age de 59,85 ans. Les localisations tumorales étaient principalement
I’estomac (11 cas), I'intestin gréle (5cas), Le colon (1cas), péritoine (1cas), localisation hépatique
(1 cas) et mésentere (1cas). La taille tumorale varie entre 4cm et 42cm. Le diagnostic de
certitude a été obtenu par une étude immunohistochimique des biopsies et des pieces
opératoires. La forme fusiforme est la plus fréquente (75%), le C-kit est positive chez 17

patients soit un pourcentage de 85%.
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Introduction

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) étaient trés souvent méconnues jusqu’en 1998,
alors que ce sont les sarcomes les plus fréquents chez I'homme. Elles dérivent des cellules de
Cajal (responsable de péristaltisme intestinale), et se développent dans le tractus digestif
préférentiellement a partir de I'estomac ou de I'intestin gréle. Les GIST a cellules fusiformes ou a
cellules épithélioides, ont depuis toujours posé le probléme de leur diagnostic différentiel et de

leur origine histogénétique.[1]

Ces tumeurs, longtemps considérées comme des tumeurs conjonctives au méme titre que les
léiomyomes, ont fait I’objet de nombreuses controverses en termes de définition, d’histogénése
et de classification. Elles sont caractérisées par une expression trés fréquente de KIT (CD117), et
des mutations de KIT ou de PDGFRA (alphatypeplateled-derivedgrowth factor receptor) sont

observées dans 85 % des cas. Plus de 150 mutations différentes ont été décrites.[2]

Elles sont responsables d’une activation de ces récepteurs a activité tyrosine kinase en |'absence
de leurs ligands spécifiques. La détection de ces mutations est réalisée par une étude
immunohistochimique. Cette derniere joue un role important dans I'étude des GIST, a savoir

aider a confirmer le diagnostic ou évaluer le pronostic.

Le diagnostic de ces tumeurs est basé sur une étude anatomopathologique complétée par
une analyse moléculaire des mutations (kit et PDGFRA). En effet, c’est dans ce cadre que

s’inscrit mon projet de fin d’étude et qui a pour but de

e Rapporter les aspects anatomopathologiques des tumeurs stromales.
e Evaluer I'expression de kit (CD117) et PDGFRA des GIST.

e Savoir I'apport de I'immunohistochimie dans la révélation de ces tumeurs.

-
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I. Généralités:

1) Définition :
Les GIST sont définies comme des tumeurs, mésenchymateuses du tube digestif, éventuellement
du mésentere, présentant des caractéristiques histologiques (prolifération de cellules le plus
souvent fusiformes, parfois épithélioides) et exprimant habituellement, mais non constamment, la
protéine KIT, a un niveau suffisant pour permettre sa détection par une technique

immunohistochimique [3, 4].

2) Comment les tumeurs stromales se forment-t-elles ?

Nous ne savons pas exactement ce qui cause la tumeur stromale gastro-intestinale. D’apres les
connaissances actuelles sur le cancer, les cellules normales se transforment parfois en cellules
cancéreuses a la suite de certains changements dans la structure de I’ADN, la molécule qui contient
les instructions pour pratiquement tout ce que font les cellules. Ces changements se produisent
entre autres lorsque les cellules se développent et se divisent. Les cellules doivent alors fabriquer
une copie de I’ADN et, durant la copie, une erreur peut survenir et provoquer la mutation, ou une
défectuosité, de I'un des génes. [5]

Certains de nos génes, appelés oncogénes, stimulent la croissance et la division des cellules;
d’autres, appelés genes suppresseurs de tumeurs, ralentissent la division des cellules et entrainent
leur mort au bon moment. |l est bien établi qu’un cancer peut étre la conséquence de mutations de
I’ADN qui ont pour effet soit d’activer les oncogenes, soit de désactiver les génes suppresseurs de
tumeurs. Certaines mutations génétiques sont parfois transmises des parents aux enfants, mais
c’est rarement le cas pour la tumeur stromale gastro-intestinale.

Chez la plupart des personnes atteintes d’'une tumeur stromale gastro-intestinale, les cellules
cancéreuses présentent une mutation de I'oncogene appelé c-kit, un gene présent dans toutes les
cellules de I'organisme. Ce géne produit une protéine, appelée KIT, qui est activée seulement
quand I'organisme a besoin d’un plus grand nombre de cellules interstitielles de Cajal (CIC). Dans la
majorité des cas de tumeur stromale, la mutation du gene c-kit fait en sorte que le géne ne se
désactive jamais; les cellules peuvent alors croitre et se diviser sans Interruption, ce qui explique
I"apparition du cancer. Dans certains cas, la tumeur stromale gastro-intestinale est causée par une
mutation qui entraine une trop grande production d’une protéine, appelée PDGFRA, par les

cellules. Cette protéine agit de la méme fagon que la protéine KIT.
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Les protéines PDGFRA et KIT appartiennent a un groupe d’enzymes appelées tyrosine kinases, les
guelles constituent un élément important du diagnostic et du traitement de la tumeur stromale

gastro-intestinale.

. Epidémiologie :

Les tumeurs mésenchymateuses ne représentent que 1% de tous les cancers gastro-intestinaux
primitifs [37,38]. Elles peuvent néanmoins se rencontrer chez les jeunes mais exceptionnellement
chez les enfants avec un age moyen et variable selon les séries, mais reste situé entre 50 et 60 ans.,
Il n'y a généralement pas de prédilection pour les deux sexes, mais certaines séries suggérent une
légere prédominance masculine. L’incidence est actuellement évaluée par des études
rétrospectives entre 10 et 20 nouveaux cas/an/million d’habitant [35, 36], et ne semble pas varier
en fonction des origines.

Toutefois, les données épidémiologiques sont encore trés limitées pour ces tumeurs dont le
diagnostic était encore rarement fait il y a 10 ans. Les GIST se forment dans n’importe quelle partie
du tube digestif et se développent a partir de I'estomac dans 60 a 70 % des cas et de l'intestin
gréle dans 20 a 30 % des cas. Tous les autres segments digestifs, cesophage (5 %),cOlon, appendice,

rectum, ainsi que le mésenteére et la cavité péritonéale peuvent étre atteints.

- cesophage
foie 4
e — esiomac
colon —_—
~ Intestin gréle
appendice — sigmoide

]
k—j ~ rectum

Figure 1 : Tube digestif et visceres [5].
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lll. Facteurs pronostiques :

Deux facteurs servent couramment a déterminer si une tumeur stromale gastro-intestinale risque

d’étre maligne (cancéreuse) ou si elle est bénigne : la taille de la tumeur et I'indice mitotique

(nombre de cellules en train de se diviser). Plus la tumeur est grosse et 'indice mitotique élevé,

plus le risque de malignité est grand. De fagon générale, les petites tumeurs (diametre inférieur a 5

cm) sont moins susceptibles de se propager, donc les résultats du traitement risquent d’étre

meilleurs. Les tumeurs dont le pronostic est le plus favorable sont celles de moins de 2,5 cm de

diameétre.[6]

Tableau 1 : Risque de malignité des tumeurs stromales gastro-intestinales [5].

Degré de risque

Taille de la tumeur

Indice mitotique

Trés faible Moins de 2 cm Moins de 5 cellules/50
Faible De2a5cm Moins de 5 cellules/50
Moyen Moins de 5 cm et de 5-10 cm De 6 a 10 cellules/50
Elevé Plus de 5 et plus de 10 cm Plus de 10 cellules/50

Ily a généralement deux types de classifications :

e (lassification de Miettinen qui prend en compte la localisation tumorale en plus de |a taille

et de I'index mitotique.

e C(lassification de Fletcher basée sur I’évaluation du risque de malignité en fonction de la

taille tumorale et de I'index mitotique.

La classification de Fletcher est maintenant remplacée par la classification de Miettinen qui prend

en compte la localisation tumorale en plus de la taille et de I'index mitotique.

IV. Diagnostic

1) Clinique:

Les formes symptomatiques se manifestent généralement par un saignement, par des douleurs

abdominales fréquentes mais atypiques et peu spécifiques, par des troubles du transit ou alors par

la palpation d’'une masse abdominale. Dans certains cas, la tumeur stromale gastro-intestinale se

forme dans la gorge et cause des difficultés a avaler.

-



Il arrive aussi qu’elle naisse dans l'intestin et entraine un blocage, occasionnant ainsi des douleurs
aigués et des vomissements. |l s’agit alors d’une obstruction intestinale, laquelle nécessite
habituellement une intervention chirurgicale d’'urgence ou I'on procéede a I'ablation de la tumeur.
La présence d’une tumeur stromale gastro-intestinale est souvent difficile a déceler, car la tumeur
peut se dissimuler dans la paroi de I'estomac et ne provoquer aucun signe ni symptome au début.
Comme il n’existe actuellement aucun test de dépistage efficace.
La tumeur peut devenir assez grosse ou se propager a un autre organe avant d’étre détectée. Il
arrive parfois qu’une tumeur stromale soit découverte fortuitement au cours d’'un examen
périodique; par exemple, d’'une radiographie ou d’un examen par tomodensitométrie (scanner). [6]
2) Anatomopathologie :
Lorsqu’une anomalie est décelée, un prélevement au niveau de cette anomalie doit étre réalisé afin
de I'analyser au microscope et d’établir un diagnostic.
a) Macroscopique :
Il s’agit de tumeurs bien limitées, non encapsulées, de consistance trés ferme et de couleur
blanchatre, qui se développent surtout sur le versant séreux du tube digestif. Les Iésions de petite
taille sont habituellement homogénes. Les lésions les plus volumineuses présentent souvent des
remaniements nécrotiques ou hémorragiques, voire pseudo-kystiques (Figure 2). Il est important de

bien échantillonner la tumeur pour le diagnostic avec d’autres sarcomes [7 ; 8]

Figure 2 : Aspect macroscopique typique d’une GIST: la lésion est nodulaire, bien limitée,
blanchatre a la coupe, avec des remaniements hémorragiques et nécrotiques, ces derniers bien

visibles sur la coupe montée correspondante [7, 8]




b) Microscopique :

Histologiquement, les tumeurs stromales digestives sont constituées dans 70% des cas de
cellules fusiformes avec une architecture fasciculée (figure 3a), évoquant une prolifération
musculaire lisse. Dans d’autres cas plus rares, les cellules fusiformes se disposent en palissade
(figure 3b) ou en « bulbe d’oignon ». Elles sont caractérisées par une prolifération relativement
dense. Les cellules tumorales sont caractérisées par un cytoplasme peu abondant, non
éosinophile, et par un noyau régulier, a chromatine relativement dense. Le cytoplasme peut
contenir une vacuole juxtanucléaire. Le stroma est habituellement peu abondant, typiquement
collagénique ; les vaisseaux intra-tumoraux sont nombreux constitué de capillaires sanguins, et
peut, dans les localisations intestinales, contenir des fibres skénoides tres spécifiques du
diagnostic (figure 3c). Dans 20 % des cas les cellules sont épithélioides et se localisent
préférentiellement au niveau de I'estomac (figure 3d) [7 ; 10]. Les GIST ont le plus souvent une

activité mitotique faible et la nécrose est présente dans 20 % des cas [7 ; 9].

Figure 3: Aspects histologiques des GIST: Les GIST ont le plus souvent une histologie
fusiforme (a), avec parfois des agencements palissadiques des noyaux (b) ou, dans les
localisations intestinales, des fibres skénoides (c). L’histologie peut également étre

épithélioide (d).[7, 9,10]




V. L'immunohistochimie :

1) Définition de la technique :
L'immunohistochimie (IHC) est la technique qui permet de détecter des protéines ou d'autres
antigénes dans des sections de tissu. A cet effet, les sections sont exposées & des anticorps
marqués dirigés contre des épitopes de la protéine cible. Il est alors possible de visualiser une cible
a l'aide d'un marqueur, par exemple, d'un colorant fluorescent, d'une enzyme, ou d'un traceur
radioactif.
L'application des anticorps peut se faire de deux manieres distinctes :
= par méthode directe, c'est-a-dire en liant un anticorps conjugué a un marqueur a sa
substance cible.
= par méthode indirecte, en incubant I'anticorps primaire dans la substance cible, puis en
liant un anticorps secondaire marqué a l'anticorps primaire.
Le profil immunohistochimique des tumeurs stromales a fait I'objet de nombreuses études.
Différents anticorps ont été utilisés pour tenter de déterminer les modalités de différenciation de
ces tumeurs. Des études les plus récentes, il ressort que les tumeurs stromales peuvent avoir une
positivité souvent partielle pour les marqueurs musculaires, les marqueurs nerveux mais qu'a
I'inverseces deux types de marqueurs peuvent étre parfois complétement négatifs. La découverte
de cellules marquées avec l'anticorps anti CD34 constitue un argument important en faveur du
diagnostic de tumeur stromale. Cependant, le marqueur le plus spécifique et le plus sensible serait,

selon la grande majorité des auteurs, le c-kit [12].

2) Types de marqueurs utilisés :

» C-kitou CD117:

La recherche de I'expression de c-kit sur les cellules tumorales est nécessaire au diagnostic, elle est
positive dans 85% des cas. Il est actuellement recommandé de faire ce marquage avec I'anticorps
polyclonal A4502 au 1/50 sans restauration antigénique ou au 1/300 aprés restauration
antigénique (tampon citrate pH 6). Le marquage positif peut étre soit cytoplasmique soit
membranaire soit juxta-nucléaire. Sa répartition peut étre hétérogene et son intensité variable,

sans incidence sur le pronostic [16].

-




> CD34:

La protéine CD34 a été I'un des premiers marqueurs diagnostiques ayant contribué a I’émergence
du concept de GIST au sein des tumeurs mésenchymateuses digestives [18,19, 20]. CD34 est
exprimée a I’état normal par les cellules souches Hématopoiétiques. La sensibilité de CD34 pour le
diagnostic de GIST est inférieure a celle de KIT [21] : seulement 60 a 70 % des GIST expriment CD34,
alors que KIT est exprimé dans 95 % des GIST. L'expression de CD34 est particulierement fréquente
dans les GIST de siege rectal et cesophagien (environ 90 % des cas) [22]. Elle est beaucoup plus rare

dans les GIST de l'intestin gréle (47 % des cas) [22].

» vimentine :
La vimentine est une protéine de 52 Da ressemblant a la desmine [13]. Cette protéine est
considérée comme un marqueur non spécifique, habituellement découverte dans les cellules
dérivées du mésenchyme. Elle peut étre exprimée par les cellules tumorales des carcinomes peu
différenciés [14]. Les tumeurs stromales expriment dans 95 % des cas (de 89 a 100% selon les
études) la vimentine et dans 15 a 40 %, elle est le seul marqueur retrouvé [15]. Ce marqueur est
parfois utile pour préciser les rapports de la tumeur avec la musculeuse digestive ou avec la
musculaire muqueuse, car les cellules musculaires lisses digestives normales n’expriment pas la

vimentine.[24]

» Desmine :
La desmine est le filament intermédiaire des cellules des muscles lisses, myocardiques et striés. La
desmine apparait tres tot dans la différenciation du myoblaste. Elle n'est exprimée que par les
cellules musculaires normales et par les cellules tumorales ayant une différenciation musculaire
lisse ou striée [13]. Les GIST qui présentent une positivité avec I'anticorps anti-desmine sont
extrémement rares (moins de 5 % des cas dans la plupart des séries) ; la positivité est toujours
focale [22]. Il convient de reconsidérer soigneusement un diagnostic de GIST si la desmine est

fortement exprimée par les cellules tumorales.

> Protéine S100 :

Le terme de protéine S100 recouvre un ensemble de protéines intracellulaires de fonctions encore

mal connues, mais tres utilisées dans I'arsenal diagnostique.
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Environ 5 % des GIST (jusqu’a 10 % dans certaines séries) présentent une positivité avec I'anticorps
anti-protéine S100 ; cette positivité est le plus souvent focale ; I'expression de la protéine peut étre

cytoplasmique ou nucléaire [22].

» Protéine Dogl :
Elle a été proposée comme un marqueur spécifique et hautement sensible des GIST [25]. La
sensibilité de I'immunomarquage serait voisine de 100% pour les tumeurs associées a une
mutation de KIT comme pour celles associées a une mutation de PDGFRA. La diffusion de cet
anticorps reste confidentielle et son utilisation en routine réclame une confirmation de ces

résultats a plus large échelle.

3) L'apport de I'immunohistochimie :

a) Le role général d'immunohistochimie

En général I'immunohistochimie a joué un réle important dans :

e 'émergence et la validation du concept des GIST, Elle constitue actuellement une
fonction diagnostique importante en facilitant I'identification et la classification de
tumeurs indifférenciées [26] grace a des marqueurs de différenciation épithéliale(Kératine,
Cytokine ...), musculaire (actine, desmine ..), vasculaire(CD34), lymphocytaire,
neuroendocrinienne, et nerveuse(S100),

e l'orientation vers une étiologie ou un point de départ de la tumeur dans le cadre de
métastase, d’'une porte d’entrée méconnue et dans le cadre d’un diagnostic différentiel
large en cas de tumeur peu différenciée ou indifférenciée (pour certains tumeurs
pulmonaires ou thyroidiennes).

e Larévélation hormonale (Gastrine, somatostatine.)

e La mise en évidence des protéines d’intérét contribuant au pronostic (intérét

pronostique).

b) L'immunohistochimie dans les GIST :
C'est l'outil quotidien du diagnostic anatomopathologique. Plus de 20 ans d’usage lont
perfectionnée, enrichie, et surtout standardisée [39]. Elle s’est enrichie de nouveaux anticorps plus

spécifiques est devenue I'un des instruments du ciblage thérapeutique, par exemple avec I'anticorps
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CD117, qui reconnait dans les tumeurs stromales digestives I'expression des mutations du proto-
oncogene C-kit, en particulier I'expression de kit (CD117) retrouvé positif dans 95 % des cas. Il est
actuellement recommandé de faire ce marquage avec I'anticorps polyclonal A4502 au 1/50 sans
démasquage antigénique au 1/300 ou avec démasquage antigénique (tampon citrat ph6).

Le marquage est considéré positif, qu’il soit cytoplasmique, membranaire ou en point
juxtanucléaire. Sa répartition peut étre hétérogéne et son intensité variable. [40]

D’autres marqueurs sont souvent utilisés pour étayer le diagnostic CD34 (dans 70 % des cas) [41],
actine musculaire lisse (dans 40% des cas), PS100 (dans 5% des cas), desmine (dans 2% des cas).
Une forte positivité diffuse de la PS100 ou de la desmine doit faire remettre en cause le diagnostic,
méme si la tumeur est Kit positive. Il est a rappeler que I'expression de Kit n’est pas spécifique des
GIST, et que d’autres tumeurs digestives ou intra-abdominales ou endocrines peuvent simuler une
GIST.

Le plus fréguemment confondues avec une GIST sont les tumeurs musculaires lisses et les
fibromatoses. Moins de 5% des GIST suspectées histologiquement sont kit négatives. Il faut en
premier lieu éliminer un faux négatif, lié a un probléme technique ou d’échantillonnage. La
négativité des cellules tumorales ne peut étre affirmée que s’il existe un témoin interne positif
(cellules interstitielles de Cajal, mastocytes). Pour affirmer un diagnostic de GIST kit négatif, il est

actuellement recommandé de rechercher une mutation des génes kit et PDGFRA [42].

4) Application et limites de 'immunohistochimie
Les applications de I'immunohistochimie sont innombrables. Parmi les plus importantes citons :
® Biologie de développement,
® biologie végétale,

® oncologie, cancérologie, toxicologie ou histopathologie.

Les limitations de la technique sont d'ordre purement pratique, d'ou l'importance cruciale d'une
formation adéquate des techniciens dans la manipulation et I'utilisation des anticorps d'une part, et
d'une expérience minimale du pathologiste dans l'interprétation des images d'autre part.
L'immunohistochimie ayant un prix, il est indispensable de faire le bon choix parmi les tres

nombreux anticorps disponibles, leur importance diagnostique étant fort variable.

En bref, l'immunohistochimie permet au pathologiste de préciser son diagnostic au maximum, ce qui a

son tour, donne au clinicien la possibilité de choisir le traitement optimal pour son patient.




VI. Apport de la biologie moléculaire :

Une recherche par biologie moléculaire d'une mutation activatrice de c-kit ou PDGF-RA peut étre utile a

but diagnostique (si lI'immunohistochimie est négative par exemple) voire thérapeutique. Les tumeurs
stromales digestives sont pour la plupart caractérisées par une mutation activatrice dans deux
génes codant pour des protéines de forte homologie appartenant a la famille des récepteurs a
activité tyrosine kinase, c-kit et PDGFRA [27,28]. Ces mutations aboutissent a une activation

permanente de la voie de transduction sous-jacente et a une activation des signaux mitogenes.
1) C-Kit ou CD117:

La protéine c- kit, produit du proto- oncogéne c- kit, est un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase dont le ligand naturel est le facteur de croissance stem cell factor (SCF). Le géne Kit
est situé sur le bras long du chromosome 4. Lorsque le récepteur kit est activé par la fixation de son
ligand ou induit par une mutation, des signaux intracellulaires sont transmis. Une cascade de
réactions moléculaires intracellulaires permet la transduction du signal de la membrane plasmique
au noyau, entrainant ainsi la prolifération, la différenciation, la croissance et la survie de la cellule
[29,30].

Les mutations de kit, et d'une maniére plus générale son activation, pourraient jouer un role
oncogénique initial dans le développement de cette maladie [31]. Ces mutations sont réparties sur
plusieurs exons (9, 11, 13,17). Les mutations de I’exon 11 sont de loin les plus fréquentes et sont
présentes dans environs 2/3 des GIST [34,29]. Elles se trouvent de part et d'autre de la région
transmembranaire du récepteur impliquée dans la dimérisation de la kinase aprés fixation de son

ligand. La nature des mutations semble influencer le devenir des tumeurs stromales [32,33].




Son ligand est le stem cell factor

Figure 4 : Fonctionnement des KIT dans GIST [51]

2) PDGFRA:

PDGFR Alpha est un récepteur transmembranaire, son ligand est le PDGF sécrété essentiellement
par les plaquettes et également par I'endothélium et les mastocytes. En se liant au PDGFR, PDGF
augmente la synthése de certaines protéines, I'activité de la stromélysine (une collagénase) et la
prolifération cellulaire. Il a un effet vasoconstricteur et angiogénique. Les mutations concernent le
PDGFR Alpha se voient dans environ 7% des casde GIST. Ces mutations siegent principalement au
sein de I'exon 18 (6%), plus rarement au niveau de I'exon 12 (moins de 1%). La surexpression de
ces deux récepteurs tyrosine kinase KIT et PDGFR A, semble exclusive, puisque les tumeurs

surexprimant kit expriment peu ou pas PDGFR A et vice versa.




Mutations de KIT et PDGFRA dans les GIST

KIT (79,9%) PDGFRA (7,5%)

Fréquence globale des
mutations : 87,4%

Exon 9 (11%)
e Membrane

Exon 11 (67,5%) Exon 12 (0,9%)
Exon 13 (0,9%) , Exon 14 (0,3%)

. Cytoplasme
Exon 17 (0,5%) ' Exon 18 (6,3%)

Heinrich et al. Hum Pathol. 2002;33:484.
Corless et al. Proc Am Assoc Cancer Res. 2003;44. Abstract R4447.

Figure 5 : Mutations du KIT et PDGFRA au cours des GIST [52]

En effet, les mutations de KIT et de PDGFR sont des phénomeénes précoces de la tumorogénése
des GIST puisqu’on les retrouve dans la majorité des micro-GIST (GIST de moins de 1 cm de
découverte fortuite). De plus, leurs propriétés transformantes ont été démontrées : la présence
de ces mutations entraine une activation constitutionnelle du récepteur tyrosine kinase

indépendante de la présence du ligand.
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** Matériel

Notre étude est une analyse rétrospective ayant porté sur 20 cas de prélevements des tumeurs
stromales réalisés dans le service d’anatomie pathologique de Centre hospitalier Universitaire

Hassan Il de Fés, sur une durée de 4 ans (2013 ; 2015. 2016 et 2017).

I.  Examen histologique :

Les préléevements destinés au laboratoire pour un examen histologique, passent par une série

d’étapes avant qu’ils ne soient lus et interprétés par le pathologiste responsable.

La technique est réalisée en cing étapes qui sont principalement :

. La fixation.

. L’inclusion.

. La microtomie.
. La coloration.

. Le montage.

1) Fixation :

C’est une étape essentielle dans la préparation tissulaire. Son but est de s'opposer a l'autolyse
tissulaire et a la putréfaction, de garantir la conservation des structures et le durcissement des
piéces, afin de garder le prélevement dans un état aussi proche que possible de I'état vivant. Les
échantillons sont fixés dans du formol a 10%. La durée de fixation est variable et la quantité de
fixateur utilisée doit étre au moins dix fois plus importante que le volume de tissu a fixer : quelques

heures suffisent donc pour fixer la biopsie.

Les prélevements ayant terminés leur fixation sont déposés dans des cassettes en plastique
directement, qu’il s’agisse de biopsies ou de pieces opératoires, (apres I'étape d’examen
macroscopique au cours de laquelle sont prélevés des fragments de petite taille). Les tissus contenus
dans les cassettes sont déshydratés par passage dans des alcools (dans I'automate), et ensuite inclus

dans la paraffine.




Piece opératoire

Figure 6 : Examen macroscopique d’une piece opératoire. [53]

2) Inclusion :

Elle a pour but d'enfermer le prélévement dans une substance qui le péneétre et l'infiltre. Les

tissus acquierent ainsi une consistance permettant d’obtenir des coupes minces au microtome.

La substance d'inclusion, généralement la paraffine, est une substance liquide a chaud, solide a

température ambiante et insoluble dans I'eau et dans I'alcool.

Comme cette substance est hydrophobe (non miscible a I'eau), la piéce anatomique doit étre
entierement déshydratée avant son inclusion dans la paraffine. Vu gu’elle est aussi non soluble
dans l'alcool utilisé pour la déshydratation ; une double substitution doit étre réalisée. L'eau est

remplacée par I'alcool (déshydratation) et I'alcool par le toluéene (substitution).
Pour réaliser cette étape, un automate d’inclusion appelé histokinette est utilisé (Figue 7).

Cet automate peut se charger de toutes les phases conduisant a la mise a disposition d'un bloc de

paraffine prét a étre coupé au microtome.




Figure 7 : Appareil d’inclusion dans la paraffine

L'inclusion ne se fera de facon satisfaisante que si la piéce a couper ne contienne ni eau ni solvant

intermédiaire (alcool). Cette étape se fait par un appareil d’enrobage représentée par la (figure7).

L’étape de circulation consiste a faire introduire les pieéces dans une série de liquides intermédiaires

(figure 8).
e Fixation dans 2 bains de Formol 10% (30 min x 2).
e Déshydratation par I'alcool: consiste a débarrasser le tissu de I’eau qu’il contient,

e Tenant compte que l'agent déshydratant doit étre miscible en méme temps a I'eau et a la
paraffine, la déshydratation se fait dans 5 bains d’Alcool de degré croissant 75%, 80%, 90%, 95%, et
absolu (1h x 3, 1h30 et 2h).

e Eclaircissement par le toluéne : cette étape est destinée a remplacer I'alcool par un solvant de la
. . , . . . . ,
paraffine et a chasser l'alcool par trois bains successifs de toluene. En remplagant I'agent
déshydratant, le toluéne rend le tissu transparent d’ou le nom d’éclaircissement. Cette opération se

déroule dans 3 bains de Toluene (1h, 1h30 et 2h).

e Enrobage dans la pasraffine : c’est I'étape terminale de la circulation, réalisée par passage du

tissu dans la paraffine liquide. 2 bains de Paraffine (2h et 3h) sont utilisés.

i




Figure 8 : Histokinette, Automate permettant I'inclusion des échantillons fixés dans de la
paraffine aprés déshydratation.

3) Réalisation des coupes ou microtomie

Aprés montage du bloc dans le porte-bloc du microtome destiné a produire de fines tranches (3-

5um), la réalisation des rubans est effectuée a I'aide du microtome (Figure 9).

e

Figure 9 : Coupe au microtome

Ces coupes sont immergées dans des bains d’alcool, puis étalées en les déplissant sur la lame par
flottation a la surface d'un bain chaud.
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4) Coloration

Cette opération permet de teinter de facon différentielle les divers territoires de I’échantillon
biologique. Tous les colorants utilisés sont hydrosolubles, alors ils ne fonctionnent que si les cellules
sont réhydratées. Ceci nécessite 'emploi d’une série d’alcools des titres décroissants, pour arriver a

I'eau.

La coloration utilisée est de type H.E.S (hématoxyline-éosine safran). Elle a pour but de permettre la
mise en évidence des noyaux et du cytoplasme des cellules ainsi que des fibres de collagene.
L’hématoxyline colore le noyau en violet, I'éosine colore le cytoplasme en rose, et le safran colore les
fibres de collagéne en jaune. Les lames doivent étre préparées, afin de pouvoir recevoir les

colorants. La coloration est précédée de déparaffinage et d’hydratation.

e Déparaffinage :

Cette étape consiste a enlever la paraffine de la coupe tissulaire pour que les colorants (préparés en
phase aqueuse), puissent pénétrer le tissu et le colorer. Pour cela les lames sont mises dans I'étuve a

70°C pendant une heure, puis plongés dans le toluéene.

e Hydratation :

Elle a pour but de retirer le toluene du tissu et le remplacer par de I'’eau. Le toluéne et I'eau n’étant
pas miscibles, le toluéne est d'abord remplacé par 'alcool, puis les lames sont passées dans un bain

d’eau courante, permettant de remplacer I'alcool par I'eau.

5) Montage des lames
Cette opération consiste, une fois la coloration terminée, a fixer une lamelle de verre sur la coupe
tissulaire a I'aide d’une substance appelée milieu de montage (composé de glycérol, de gélatine et
de thymol). Le montage permet une protection mécanique des coupes, ainsi qu’une protection

chimique des colorants. Les lames préparées sont ensuite étudiées en immunohistochimie.




II. Immunohistochimie :

Cette étude a pour but de rechercher I'expression de kit soit par automate qui se charge d’effectuer
toutes les étapes nécessaires a la réalisation de I'lHC, et permet ainsi de gagner du temps et de

commettre moins d’erreurs lors de la technique,soit par technique manuelle.

o Principe

C’est une méthode qui permet la détection des antigénes situés dans les cellules d’un tissu a l'aide
des anticorps. Lorsque la protéine recherchée est exprimée, les anticorps se fixent sur leur cible et
donnent une nouvelle coloration aux tissus tumoraux, permettant ainsi au pathologiste de confirmer

le diagnostic évoqué lors de I'analyse histologique.

o

Anticorps secondaire couplé
a un fluorochrome

Anticorps primaire

Figure 10 : Le principe de I'immunofluorescence

(Véronique Fortin, LOEX)

Le mot immunohistochimie désigne la combinaison de I'immunologie et de I’histochimie, elle a 3

buts essentiels :

e confirmer ou préciser |'origine du cancer primitif du patient.
e identifier des cellules cancéreuses tres indifférenciées.
e donner des facteurs pronostiques ou prédictifs.

o Les marqueurs utilisés

Une étude immunohistochimique a été faite selon une technique manuelle en utilisant un
panel d’anticorps : le CD117, le Dogl, mais aussi le CD34, AML, et la PS100 qui ont un intérét
pour le diagnostic différentiel.




Tableau 2 : Marqueurs employés dans la démarche diagnostique et clones

correspondant
Anticorps Clone Laboratoire
CD117 Pathway Anti-c-kit (9-7) | Référence: Ventana
Primary Antibody 5ml Medical Systems, Inc
(5ug/ml)
DOG1 (SP31) Rabit monoclonal | Référence:Cell Marque
Antibody Corporation USA 6600
Sierra Bvd Rocklin, CA
95677

o Protocol expérimental de 'immunohistochimie

La premiére étape pour la préparation des lames commence par le déparaffinage. Cette étape
consiste a incuber les lames dans I'étuve pendant une nuit a 60 °C, ensuite la paraffine est éliminée
par deux passages successives dans des bains de toluene (5 min pour chacun), aprés dans deux
bains d’alcool absolu (5 min pour chaque bain) et réhydratées par un rincage a I’eau courante (10
min).

Les lames sont ensuite égouttées, puis incubées dans du peroxyde d’Hydrogéene (H202) a 3%
pendant 10 minutes afin de bloquer les peroxydases endogénes qui peuvent provoquer des
réactions non spécifiques. Les lames sont ensuite rincées a I'eau courante (10 min). Apres cette
étape, un démasquage antigénique qui consiste a mettre les lames dans un tampon citrate pendant
20 min est réalisé. Apres refroidissement, les coupes sont trempées dans une solution de PBS
pendant 5 min. Elles sont par la suite égouttées puis entourées par le PAP-PEN, la protéine
bloguante est par la suite déposée dans le fragment pendant 10 min et les lames sont disposées
dans une chambre humide pendant 15 minutes. Le surplus du bloquant est enlevé en secouant la
lame. Apres, deux gouttes d’anticorps primaire sont appliqués pendant 1h au cours de laquelle les
lames sont disposées dans une chambre humide, puis rincées 3 fois par PBS pendant 5 min.
L’anticorps secondaire est appliqué (2 gouttes), puis les lames seront disposées dans une chambre
humide pendant une heure. L'application de la peroxydase est réalisée pendant 15 minutes suivie
d’un rincage dans deux bains de PBS de 5 minutes chacun soit 10 minutes. Apres, le substrat
chromogeéne est appliqué pendant 4 a 15 min. Aprés rincage a I’eau courante (10min), les lames sont

incubées dans un bain d’hématoxyline pendant 4 min pour la coloration du noyau, rincées a I'eau




puis passées rapidement dans du carbonate de lithium saturé avant ringage a I'eau distillée. Le

montage des lames se fait finalement a I'eau.

+* Méthodes statistiques

Recueil des donnés :

Les données ont été recueillies d’une fagon prospective a partir des comptes rendus
anatomopathologiques, des fiches pré-remplis par les services de gastro-entérologues du CHU
Hassan Il de Fes et adressé avec le préléevement comportant les renseignements suivants : nom du

patient, age, sexe, service, localisation de la tumeur, type histologique et expression de kit et dogl




L’archivage des données a été réalisé dans un tableau Excel.

Tableau 3 : Renseignements sur les patients inclus dans |'étude

N° AGE Année Type Pvt Site Taille IM/50 Ch Morphologie Risk CcD117 Dogl
ORDRE

1 58 2015 Piéce estomac 42 10 F haut P p
2 47 2015 Piece estomac 6,5 15 F+E haut P P
3 58 2015 Biopsie péritoine B 6 F haut P P
4 55 2015 piéce estomac 7 F haut P P
5 61 2015 Piece estomac 19 F P P
6 56 2015 Piéce gréle 7 e 05 | 20et6 EetF Haut et | P P

cm intermédia
ire
7 59 2015 Piece gréle 12 13 F haut P P
8 67 2015 Piéce gréle 4 13 F haut P P
9 75 2015 Piéce estomac 6 13 F haut P P
10 52 2016 Piece Gréle 7,5 36 E Haut P P
11 65 2016 Piece estomac 17 F N P
12 61 2016 Piece mésentere 11 E haut P P
13 70 2016 Piece FOIE 9 7 F haut P P
14 57 2016 Piece Gréle 0 F Haut N P
15 72 2016 Biopsie estomac F P P
16 75 2016 Piece estomac 5 9 F intermédia P P
ire

17 50 2017 Piece estomac 5,5cm 13 F Haut P P
18 61 2017 Piece estomac 8cm 13 E haut P P
19 77 2017 Biopsie ESTOMAC 6cm 9 F haut P P
20 21 2013 Piece Colon 20cm 6 F haut N N




Reésultats




I. Etude descriptive

1) Répartition des tumeurs gastro-intestinales selon I’age

Cette étude est réalisée sur 20 patients dont |’age varie entre 21 et 77 ans avec une moyenne de

59,85 ans.

40%

35%

35%
30%

30%

25%

20%

20%

15%

10% 10%
(]

5% 0% 0% 5% 0%
(]
o% T T H T T T T T

0alo 10a20 20a30 30a40 40a50 50a60 60a70 70a80

Figure 11 : Répartition des cas des GIST en fonction de I'age

Cette figure illustre le nombre des cas des tumeurs stromales gastro intestinales en fonction de la
tranche d’age des patients. La tumeur est plus dominante au niveau de la tranche d’age située entre

50 et 60 ans, avec un pourcentage maximum de 35%.

2) Répartition selon le sexe

L’étude de la répartition des tumeurs stromales gastro-intestinales selon le sexe, montre qu’il y a une
prédominance du sexe féminin avec 60% des femmes (12 cas) et 40% des hommes (8cas). Le sexe

ratio de 0,66.

B Homme

B Femme

Figure 12 : Répartition des tumeurs stromales gastro-intestinales selon le sexe
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3) Type de prélévements :

Le pathologiste a fait une étude anatomopathologique sur 17 cas de piéces opératoires et 3 cas de

biopsies.

4) Localisation des tumeurs stromales gastro-intestinales sur le tube digestif

M estomac

M intestin gréle
B Foie

M péritoine

M colon

B mésentére

Figure 13 : Localisation malignes des GIST dans le tube digestif

Les résultats obtenus montrent que les GIST se développent plus fréquemment dans I'estomac
(55%), suivis de lintestin gréle (25%). Les localisations hépatique, mésentérique, colorectale,

péritonéale sont plus rares et occupent en totalité 20% des cas.

5) Répartition des GIST selon la taille tumorale

La taille tumorale est un facteur déterminant pour évaluer le risque métastatique.

Dans notre étude la taille n’a pas été précisée pour 4 cas (soit 20% de I'’ensemble des prélevements)

qui ont été adressés pour relecture.

La figure suivante présente les résultats obtenus:

Ea



Pourcentage
70%
60% -
50% A
40% -
30%
20% -
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<5cm 5-10cm  11-20cm >20cm

Taille tumorale

Figure 14: Répartition des GIST en fonction de la taille

Ces résultats montrent que la tumeur dont la taille est entre 5 et 10 cm est la plus dominante

avec un pourcentage de 63%.

La taille moyenne étant de 11,38 cm

6) L'index mitotique

Le nombre de mitoses par 50 champs au fort grossissement (fragments biopsiques) n’a pas été
précisé pour 5 cas. 40% des cas présentent un index mitotique entre 5 et 10 mitoses par 50 champs
et 53% entre 11 et 20 mitoses par 50 champs. Les patients qui ont un nombre de mitose >20 par 50

champs représentent 7% des cas.

Tableau 4 : Répartition des GIST selon le nombre de mitoses (IM)

IM/50 champs <5 5-10 11-20 >20
Nombre des cas 0 6 8 1
Pourcentage 0% 40% 53% 7%

Le tableau suivant de la répartition des GIST selon le nombre de mitoses montre que le pourcentage

maximum de 53% présente un nombre de mitoses par 50 champs entre 11 et 20

L'index mitotique au-dela de 5 mitoses par 50 champs, est une indication du danger au cours du

diagnostic.




7) Risque métastatique selon Miettinen

Les patients qui ont un risque intermédiaire représentent 40%, alors que ceux qui ont un
risque élevé représentent 60%. Aucun patient ne présente un risque faible parce que toutes

les tumeurs possedent une taille >5 cm et un nombre de mitoses par 50 champs > 5.

8) Type histologique

M CF: cellules
fusiformes

m CE: cellules
épithéloides

CF+CE: aspect
fusiformes et
épithéloides

Figure 15 : la morphologie cellulaire des GIST

Deux types de cellules sont plus fréquemment rencontrées au niveau des échantillons analysés :
cellules fusiformes (CF) (15 cas soit 75%) ; cellules épithéloides (CE) (3cas soit 15%) ; et 2 cas des

cellules d’aspect commun (CF+CE) soit un pourcentage de 10% .

9) Expression du CD117 en immunohistochimie

——> 17 patients présentent un immunomarquage CD117 positif soit 85% des cas.

— 3 patients présentent un immunomarquage CD117 négatif soit 15% des cas.

10) Expression du Dogl en immunohistochimie

19 patients présentent un immunomarquage Dogl positif soit 95% des cas.
—> 19p p quage Dogl p




|:> Un patient présente un immunomarquage Dogl négatif soit 5% des cas.

R G AR S

Figure 16 : Marquage immunohistochimique positif des GIST par Dog1l

Les tissux tumoraux se colorent en bleu, la protéine Dogl est exprimée.

11) Expression du CD117 et Dogl en immunohistochimie

le profil immunohistochimique des GIST des cas étudiés est résumé dans le tableau suivant

Tableau 5 : profil immunohistochimique des GIST

Nombre des cas CD117 Dogl Pourcentage
17 cas + + 85%

1 cas Négatif Négatif 5%

2 cas Négatif + 10%

|::> 17 patients présentent un immunomarquage CD117 et Dog1l positif soit 85% des cas.
C—> Un patient présente un immunomarquage CD117 et Dog1 négatif soit 5% des cas.

C—) 2 patients présentent un immunomarquage CD117 négatif et Dog1 positif soit 10% des cas.
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Discussion




Notre étude réalisée sur 20 patients a montré que la répartition des GIST en fonction d’age
intéresse une tranche d’age entre 50- 70 ans avec un age moyen de 59,85 ans. Une étude réalisée au
CHU Hassan Il de Fés an 2012 a noté un age moyen de 57,45 ans [53,54]. Ce résultat est en

concordance avec notre étude.

Concernant le sexe ratio, la plupart des études rapportent une prédominance masculine, c’est
également le cas de I'étude faite au CHU Hassan Il de Fés en 2012. Notre série a montré une
prédominance féminine avec un sexe ratio de 0,66. Ce résultat peut étre expliqué probablement par

la taille de notre échantillon d’étude qui n’est pas large.

Dans notre série d’étude. La localisation gastrique est la plus fréquente (55%), suivie de I'intestin
gréle (25%). Les localisations hépatique, colorectale, mésentérique, péritonéale sont plus rares
occupant (20%). Ces données sont proches de I'étude de sekkate S al 2012 qui a montré que la
localisation la plus fréquente des GIST est I'estomac, ou siégent 60-70% des cas [45-60]. Les autres
cas sont par ordre de fréquence décroissante l'intestin gréle (20-30%), le cOlon et le rectum (environ
5% des cas), l'cesophage (moins de 5% des cas). Les formes extradigestives,notamment

mésentériques, représentent moins de 5% des cas [51].

Sur le plan histologique, le type cellulaire fusiforme est prédominant, il est observé dans 75% des
cas (15 cas), le type épithélioide est présent dans 15% des cas (3 cas), alors que le type mixte est
retrouvé dans 10% des. Notre résultat est proche des données de la littérature qui ont montré que
dans 70% des cas les cellules sont fusiformes, dans 20% des cas sont épithélioides et 10% des cas

présentent un aspect mixte [52].

Les tumeurs se caractérisent dans notre série par une positivité constante du marqueur CD117 et
Dogl. Cette caractéristique immunohistochimique est similaire aux données de la littérature qui
rapportent une bonne sensibilité des marqueurs CD117 et Dogl pour le diagnostic des GIST avec des
taux de positivité entre 80-95% [49,50].La recherche de mutations est actuellement recommandée

pour les GIST kit négatif.




Conclusion

Les tumeurs stromales digestives sont des tumeurs rares, mais elles constituent les tumeurs
mésenchymateuses les plus fréquentes du tube digestif. Elles peuvent se développer a partir de
tous les segments du tractus digestif, depuis [I'cesophage jusqu’a [I'anus, ainsi
qu'exceptionnellement, a partir du mésentere et du péritoine. Elles sont toutefois plus fréquentes

au niveau de I'estomac (deux tiers des cas) et de l'intestin gréle (un quart des cas).

Leur diagnostic positif est relativement amélioré grace aux moyens immunohistochimiques
actuels. En effet, la caractérisation des tumeurs stromales digestives a été possible grace a la mise
en évidence de I'expression de la protéine C-kit a la surface des cellules tumorales. La recherche
des autres marqueurs Dogl, CD34, PS100, et desmine est fortement recommandée. Le recours a
I'identification de la mutation des génes KIT ou PDGFRA reste une option pour le rare cas de GIST

négatives au C-kit.

La prise en charge requiert une approche multidisciplinaire faisant appel a la chirurgie, qui reste
le seul traitement curatif, et aux inhibiteurs de KIT, avec en chef de fil I'imatinib. Ce dernier est le
premier médicament intelligent en oncologie médicale ayant révolutionné le traitement des GIST

malignes ou a potentiel malin.
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