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Presentation de Cetablissement

Le laboratoire d’analyse médicale est situé au batiment « j » du Centre Hospitalier Hassan IL.il
est concu comme un podle d’activité hospitaliere comportent plusieurs spécialités d’analyses
médicales (biochimie/pharmacotoxicologie, hématologie, bactériologie, sérologie, génétique

médicale et 'anatomie pathologique)

L’unité de génétique médicale et d’'oncogénétique, représente une premiére expérience dans un
CHU au MAROC, elle est activement mise en place depuis sa création en Mars 2009. Il est constitué
de plusieurs unités permettant le bon déroulement et I'exécution des examens tout en respectant

'organisation du travail au sein du service.

Elle est subdivisée en trois disciplines (Clinique, cytogénétique et moléculaire). Elle assure
des activités variées qui comprennent:
» Génétique clinique (activité clinique)
e Consultation de génétique (au centre du diagnostic)
e Conseil génétique (au centre du diagnostic)
e Consultation d’'oncogénétique (au centre du diagnostic)
e Avis du meédecin généticien dans les services cliniques
e Hopital de jour (en coordination avec les services cliniques)
» Génétique chromosomique (analyse des chromosomes)
e Cytogénétique classique (caryotype)
e Cytogénétique moléculaire (FISH : Hybridation In Situ en Fluorescence)

» Génétique moléculaire (analyse des genes)
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Résume :

Les tumeurs stromales gastro-intestinales ou GIST sont des tumeurs mésenchymateuses localisees dans la
paroi digestive. Tres étudiées par la présence de la protéine tyrosine kinase KIT. Longtemps classées parmi
les tumeurs dérivées des cellules musculaires lisses ou des cellules de la gaine nerveuse (schwanommes), les
GIST sont aujourd’hui reconnues comme une entité tumorale particuliere grdce a I’application de
I’immunohistochimie et de la biologie moléculaire.

Les GIST dérivent des cellules interstitielles de Cajal (ICC) ou des cellules précurseur des ICC, qui
expriment & leur surface le récepteur KIT.

Le diagnostic des GIST repose principalement sur les caractéristiques histologiques et
immunohistochimiques. Les tumeurs sont formées de cellules fusiformes dans 70 % des cas et de cellules
épithélioides dans 20 % des cas. Les GIST expriment la protéine KIT dans 95 % des cas et sont tres souvent
associées a des mutations sur le géne Kit. 5 % des tumeurs sont KIT négatives et peuvent présenter des
mutations sur un autre géne, Pdgfra,

Le rdle de la proteine KIT dans la pathogénie des GIST a permis le développement de nouvelles molécules

thérapeutiques, les inhibiteurs de tyrosine kinase ou ITK, dont le chef de file est I’imatinib.
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INTRODUCTION

Les tumeurs stromales gastro-intestinales ou GIST (pour Gastro-Intestinal StromalTumor), sont les
tumeurs mésenchymateuse les plus frequentes du tube digestif prennent naissance a partir des cellules

interstitielles de Cajal, localisées dans la paroi intestinale.

Elles sont considérées comme des tumeurs rares, méme si leur incidence réelle est probablement sous-
estimée ; elles sont cependant suffisamment fréquentes pour que tout pathologiste ayant une activité en

pathologie digestive y soit régulierement confronté.

L’intérét actuel pour les GIST vient des progrés remarquables réalisés.

La mise en évidence du r6le fondamental joué par le gene kit codant pour un récepteur ayant une activité
tyrosine kinase dans la pathogénie des GIST forme la base du traitement de ces tumeurs par I’matinib ;un

inhibiteur de la protéine Kit ;cette approche constitue un modele de thérapeutique ciblée en oncologie

Le diagnostic de ces tumeurs est basé sur un examen anatomopathologique et complété par I’analyse

moléculaire qui joue un r6le important dans la prise en charge de ces tumeurs.
Le but de ce travail :

- Rapporter les aspects anatomopathologiques des GIST.

- Evaluer I’apport du génotypage KIT et PDGFR dans les GIST.

-11 -
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Chapitre 1 : Généralités sur les tumeurs stromales gastro-
Intestinales

. Les GIST

1) Définition

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST), est une forme rare de cancer prennent souvent
naissance dans la paroi du tube digestif (ou tractus gastro-intestinal) On 1’appelle tumeur stromale parce que
¢’est une tumeur mésenchymateuse ou conjonctif. Ces tumeurs peuvent se développer a partir de tous les
segments du tractus digestif, depuis 1’cesophage jusqu’a 1’anus [15.1].

2) Historique

Le terme de tumeurs stromale a été introduit par Mazur et clark en 1983 pour regrouper les tumeurs
inclassables du mésenchyme gastro-intestinal.

Les GISTs ont initialement été considérées comme des tumeurs musculaires lisses, sur base de leur
localisation murale et de leur ressemblance avec les leiomyomes. Le type de différentiation de ces tumeurs a
cependant été mis en doute dés les années 70 suite & plusieurs études ultrastructurales. Celles-ci n’ont en
effet pu confirmer la présence de myofilaments et ont méme parfois montre des signes de différentiation ou
nerveuse.[37]

3) Origine cellulaire des GIST

Les cellules qui forment cette tumeur dérivent de progenitures des cellules interstitielles de Cajal (CIC).
Les CIC font partie du systéme nerveux et recoivent des signaux du cerveau. Selon ces signaux, les CIC
provoquent le resserrement (contraction) et le relachement (dilatation) des muscles de 1’estomac, de
I’intestin gréle et du gros intestin afin de faire circuler la nourriture et les liquides dans 1’appareil digestif

(processus appelé péristaltisme).[24]

4) Epidémiologie
Chez I’homme, les GIST sont les tumeurs mésenchymateuses les plus fréquentes du tube digestif: elles

représentent pres de 80 % des tumeurs meésenchymateuses digestives.
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Néanmoins, elles sont trés rares : elles ne représentent que 1 a 3 % des tumeurs malignes gastro-

intestinales.

Les GIST surviennent généralement chez I’adulte, avec un 4ge moyen et médian au diagnostic de 60 ans,
et la fréquence est globalement identique entre les sexes. L’incidence est actuellement évaluée par des
études rétrospectives entre 10 et 20 nouveaux cas/an/million d’habitant [45, 38], et ne semble pas varier en
fonction des origines.

Les tumeurs stromales peuvent se former dans n’importe quelle partie du tube digestif, mais elles
siegent principalement dans 1’estomac ou ’intestin gréle ; on en trouve plus rarement dans le gros intestin, le
rectum, I'épiploon ou le mésentére (membrane recouvrant les organes de I'abdomen et fixant l'intestin a la

paroi abdominale)ou I’cesophage [17]. (\Voir figurel)

"I'l' X _— CEsophage

: Estomac 60a70%

Rate

Foie & — w’
Vésicule biliaire ¢
Pancréas i Colon descendant
Cdlon AT o | | i ~ .
transverse — = i..; e >y ———Intestin gréle 20 a30%
10% Lot By ] e e J
Célon ‘ L . S !
ascendant——— 4 _ N |
: £ 2
Appendice e —— Sigmoide
Rectum——— ‘ : moins de 5% des
moins de 1% A tumeurs multifocales
———Anus

Figure 1 : Tube digestif et viscéres®

I1.Diagnostic
1) Clinique
Souvent, la tumeur stromale ne produit pas de symptémes initialement, mais il arrive aussi qu’elle

provoque des signes qui dépend de I'emplacement ou elle se développe, soit I'estomac ou l'intestin gréle le

plus souvent on trouve :
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* Douleur abdominale

» Sang dans les selles ou les vomissures

* Présence d’une masse palpable

En général, la GIST précoce n'engendre pas de symptomes. Les symptdmes ont tendance a se manifester

seulement lorsque la tumeur est suffisamment grosse pour causer des problémes. [31, 43,9]

La présence d’une tumeur stromale gastro-intestinale est souvent difficile & déceler, car la tumeur peut se
dissimuler dans la paroi de 1’estomac et ne provoquer aucun signe ni symptome au début. Comme il n’existe
actuellement aucun test de dépistage efficace ni de recommandation préconisant les dépistages de routine, 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, lors
d’une coloscopie de dépistage (du cancer colorectal), d’une radiographie ou d’un examen par
tomodensitométrie (scanner).

Le bilan comprend un examen clinique et une fibroscopie oesogastroduodénale au cours de laquelle sont
effectuées des biopsies. Le diagnostic du cancer est confirmé par les résultats de [’examen
anatomopathologique des cellules ou des tissus prélevés dans I’estomac.

Le diagnostic de GIST est de plus en plus fréeguemment évoqué par les radiologues, devant une tumeur
hypervascularisée développée en exoluminal a partir de la paroi de I’estomac ou du gréle et sans métastase

ganglionnaire. Toutefois, seule 1’analyse histologique permet de confirmer le diagnostic de GIST.

Figure 2 : Image scannographique typique d’une GIST gastrique
2)Anatomopathologie

La classification histologique permet de regrouper les cellules de la GIST selon leur apparence et leur
comportement lorsqu’on les observe au microscope. Pour connaitre la classification histologique d'une

tumeur, on examine au microscope le prélévement fait par biopsie. On lui donne ensuite un grade en
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fonction de I'apparence et du comportement des cellules cancéreuses qu'on compare a ceux des cellules
normales (différenciation). Cela peut donner a I'équipe soignante une idée de la rapidité a laquelle le cancer

pourrait se développer et de la probabilité qu'il se propage.[37]

2-1.Macroscopique

Les GIST sont des tumeurs bien limitées mais sans encapsulation, qui se développent préférentiellement
sur le versant séreux de la paroi digestive (figure 1). Lors de la macroscopie, la mesure du diametre maximal
de la tumeur primitive est un parametre majeur pour 1’évaluation du potentiel évolutif .1l est important de
bien échantillonner la tumeur, pour le diagnostic différentiel avec d’autres sarcomes (exemple

liposarcome), et parce qu’il peut exister des variations dans 1’index de prolifération.[26]

2-2.Microscopique

Il existe une grande diversité morphologique .Les cellules sont fusiformes dans 70 % des cas, avec une
architecture le plus souvent fasciculée (figure 2a), évoquant une prolifération musculaire lisse. Plus
rarement, les cellules fusiformes se disposent en palissade (figure 2b) ou en « bulbe d’oignon ». Les cellules
fusiformes ont un noyau ovalaire court, et un cytoplasme éosinophile qui présente fréquemment des pseudo-
vacuolisations (formation d’un aspect vacuolaire a ’intérieur des cellules) évocatrices du diagnostic. Le
stroma tumoral (tissu conjonctivo-vasculaire non tumoral, joue un rble de soutien et de nutrition
indispensable a leur croissance)est généeralement trés peu abondant, constitué de capillaires sanguins, dans
les localisations intestinales, contenir des fibres presque sphérique trés spécifiques du diagnostic (figure 2c).
Dans environ 20 % des cas, les cellules sont épithélioides (figure 2d). Ce type histologique est plus fréquent
dans les localisations gastriques. Les autres variantes histologiques sont plus rares, avec des variantes mixtes
(fusiformes et épithélioides).[37,21,31,32]
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2-3.Immunohistochimie (IHC)
Méme lorsque la clinique et 1’histologie sont évocatrices, le diagnostic de GIST doit étre confirmé par une
étude immunohistochimique, qui permet notamment de mettre en évidence une expression :
=  KIT ou le CD117dans 95 % des cas
= CD34+ dans 70 % des cas
= H-caldesmone+ dans 80 % des cas
= DOG.1+ dans 98 % des cas.

L’immunohistochimie a joué, comme nous 1’avons vu, un réle essentiel dans I’émergence et la validation
du concept de GIST : elle conserve actuellement une importante fonction diagnostique. Elle consiste a
rechercher et a identifier des protéines fabriquées par les cellules tumorales au moyen d’anticorps.

Nous étudierons successivement les marqueurs caractéristiques des GIST, KIT (CD117), CD34 et PDGFRA
; les nouveaux marqueurs potentiels des GIST (protéine DOG1et protéine kinase C) ; et les autres marqueurs
immunohistochimiques susceptibles de compléter la caractérisation phénotypique des GIST.

[40]

Le développement des méthodes d'immunohistochimie et de différents anticorps pour la définition de
I'immunophénotype des tumeurs stromales a fait apparaitre de nouveaux critéres d'évaluation des GIST. La
détermination de la positivité au c-kit est indispensable au diagnostic des tumeurs stromales. Il s'agit de la

mise en évidence de I'expression d'un récepteur tyrosine kinase, CD117, qui est présente dans tous les GIST

contrairement aux tumeurs musculaires lisses variées. De plus, la majorité des GIST sont CD34 positif.
[44,3]

(A) GIST duodénale : cellules fusiformes avec une immunoréactivité
cytoplasmique forte et homogeéne pour la protéine KIT.

cytoplasmique granulaire pour la protéine KIT « marquage en zone peéri-
golgienne ».

Figure4 : aspect des cellules aprés Pimmunomarquage
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I11. Indications de biologie moléculaire dans les GIST

Il est bien démontré aujourd’hui que la trés grande majorité des GIST s’associent a des anomalies
moléculaires dans deux genes cibles : Kit et PDGFR. Cependant, la recherche de ces anomalies n’est pas
actuellement considérée comme nécessaire pour le diagnostic, sauf dans le cas particulier des GIST KIT
négatives évoquees ci-dessus, et ne peut étre réalisée que dans des laboratoires spécialisés. D’autre part, les
genes Kit et PDGFR sont impliqués dans d’autres pathologies : ce qui est spécifique des GIST n’est donc
pas la nature du géne impliqué mais le type et le siége des anomalies moléculaires.[37]

Les altérations de genes codant pour KIT et PDGFRA sont présentes dans plus de 80 % des GIST.
Ces altérations génétiques sont responsables d’une activation constitutionnelle de ces récepteurs. La
détection des mutations dans I’ADN des cellules tumorales est indiquée pour confirmer un diagnostic
difficile, notamment en cas de suspicion de GIST KIT négatives.

L’analyse de mutation — appelée aussi parfois «séquencage du exon» — qui permet de déterminer
I’endroit de la mutation dans la protéine du récepteur prend une importance croissante lorsqu’il s’agit
d’apprécier I’évolution de la maladie et de décider en faveur ou en défaveur d’un traitement médicamenteux.
Ainsi, nous savons par ex. a I’heure actuelle que les patients avec une «mutation du exon 11 » répondent tres
bien au traitement médicamenteux par imatinib, que des «patients exon 9» devraient étre traités des le début
avec une dose plus élevée d’imatinib de 800 mg/jour ou encore que les GIST résultant de la mutation
primaire spécifique d’ exon 18 ne répondent pas a I’imatinib.

Désormais les experts en GIST et les organisations de patients atteints de GIST a 1’échelle mondiale exigent
I’intégration impérative de I’analyse de mutation dans une gestion thérapeutique optimale des GIST. C’est
notamment aux patients dont le diagnostic de GIST est récent que le type de mutation devrait déja étre
communiqué au moment du diagnostic ou, tout au plus, quelques semaines apres celui-ci.

Le pathologiste se sert du tissu tumoral pour effectuer 1’analyse de mutation. Il peut s’agir de tissu frais, par
exemple. récupéré directement apres un prélévement de tissu (= biopsie) ou une opération (= résection),
mais aussi d’échantillons (méme plus anciens) de tissu préservés dans un bloc de paraffine. Ce qui compte le
plus lors d’une analyse de mutation en cas de GIST, ce sont I’expertise et I’expérience du pathologiste

concerné. [37]

IV. Evolution des GIST et facteurs pronostiques

1) Facteurs pronostiques
Le comportement biologique des GIST est difficile a prévoir. En effet, il est souvent difficile de préciser
formellement le caractere bénin ou malin de ces tumeurs selon les critéres histologiques conventionnels, et

de les corréler a la clinique. Le probleme récurrent était que beaucoup de tumeurs histologiquement
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bénignes étaient malignes d’un point de vue clinique, et inversement. De plus, certaines tumeurs
présentaient a la fois des critéres de bénignité et de malignité.

Une série de criteres morphologiques ont été proposés pour évaluer le potentiel malin des GIST. Mais
ces critéres ne permettent pas toujours de faire la différence entre tumeurs bénignes et tumeurs malignes.
Prédire la malignité des GIST représente donc un véritable challenge pour les pathologistes. En dehors de la
présence d'un envahissement locorégional ou de métastases qui constituent une preuve formelle de

malignité, le pronostic des GIST est souvent difficile a établir.

1-1.La classification de Miettinen

La classification de Miettinen prend en compte la localisation tumorale en plus de la taille et de I'index
mitotique La taille tumorale et le taux de mitoses sont les criteres les plus fréquemment utilisés par les
pathologistes pour évaluer le comportement biologique des GIST.

Chez I’homme, une étude suggeére que la localisation anatomique est un facteur pronostique
indépendant de la taille de la tumeur, du taux de mitose et de 1’age du patient.

Dans les études plus récentes montrent que la grande majorité des tumeurs gastriques sont d’évolution
bénigne, alors que la plupart des tumeurs coliques et cesophagiennes se comportent comme des tumeurs
malignes.

La taille tumorale est un facteur pronostique important et la difficulté est d’établir un seuil de malignité.
Les tumeurs de petite taille ont généralement un comportement bénin, et celles de plus de 5 cm de diametre
sont généralement considérées comme malignes. La taille tumorale est également une variable pronostique
importante dans les GIST.
Cependant des tumeurs plus petites (< 2 cm de diameétre) ont pu se révéler métastatiques donc la taille seule
n’est pas un critére fiable pour prédire le comportement biologique des GIST.
L’index mitotique est I’un des facteurs pronostiques les plus fiables permettant d’apprécier le comportement
biologique des GIST. Il correspond au pourcentage de cellules cancéreuses en train de se diviser, en phase
de mitose. Cet index permet donc d'évaluer grossierement la vitesse de prolifération tumorale, en général
corrélée a l'agressivité du cancer. Les tumeurs qui montrent un taux mitotique faible (< ou = a 5/50 HPF) ont
généralement un comportement bénin. Mais, il existe un nombre non négligeable de GIST« inactives » qui
métastasent secondairement, ce qui montre que méme un taux mitotique faible ne peut exclure avec certitude
un comportement malin.
Un petit nombre de GIST métastasent malgré une apparence histologique bénigne, c’est pourquoi certains
auteurs preferent classer les GIST en termes de risque de malignité(trés faible, faible, intermédiaire, et haut
risque) plutdt que de les séparer en tumeurs bénignes et malignes.[40]
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1-2.Classification de Fletcher :

En 2002, Fletcher. Elaborent une classification histo-pronostique des GIST basée sur ’évaluation du risque
de malignité en fonction de la taille tumorale et de 1’index mitotique (voir tableau 3). [26,2]

Tableau 1 : classification de Fletcher :

Risque de récidive

Index Taille tumorale Jéjunum

mitotique Estomac IJIéon Duodénum Rectum
< 5 mitoses <2cm Aucun Aucun Aucun Aucun
>2et<5cm Tres faible Faible Faible Faible

>5et<10 cm Faible Modéré Elevé Elevé

>10 cm Modéré Elevé Elevé Elevé

>5 mitoses <2cm Aucun Elevé ND Elevé

>2 et<5cm Modéré Elevé Elevé Elevé

>5et<10 cm Elevé Elevé Elevé Elevé

>10 cm Elevé Elevé Elevé Elevé

Le compte mitotique sur "50 hpf est évalué sur une surface de 5 mm2 (soit 20 a 25
champs X 400 sur des microscopes récents)
1=~ et = Tres faible nombre de cas

ND : pas de données disponibles (aucune tumeur de ce type incluse dans I'étude)

2) Evolution tumorale

L’évolution d’un GIST dépend de divers facteurs tels que par ex. le site d’apparition de la tumeur primaire,
la taille de la tumeur, le type de cellule, la vitesse de division des cellules, le statut mutationnel (exon),
I’importance de 1’ablation au moment de la résection, le degré d’avancement des métastases, pour n’en
nommer que quelques-uns. C’est pourquoi il est extrémement difficile de prédire 1’évolution future d’un
GIST voire de donner un pronostic. Ce qui compte pour tous les patients atteints de GIST : grace a des
interventions chirurgicales, des médicaments modernes que 1’imatinib ou sunitinib, des standards de
diagnostic et de traitement ainsi que des examens de contrdle ultérieurs a intervalles réguliers, le «pronostic
GIST» connait une importante amélioration. [17 ; 11 ; 12]

Tous les GIST ne se ressemblent pas. La maladie apparait sous différentes formes, des petites tumeurs
presque insignifiantes de 1 a 2 cm en passant par des tumeurs bien encapsulées et opérables ou des

néoplasmes tissulaires de grand volume a aspect hémorragique jusqu’aux formes métastasées qui traversent
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le tissu abdominal avec de nombreuse métastases comme des perles [13,25].
En régle générale vaut pour les GIST ce qui vaut aussi pour d’autres types de tumeur : plus qu’il est

découvert tot et traité de maniere appropriée, plus 1’évolution et le pronostic d’un patient seront meilleurs.

[ 3
Développement des tumeurs = | degré de malignité

Figure 5 : les différentes formes des tumeurs

Stades de la maladie

Nous distinguons principalement les trois stades de la maladie ci-dessous:

> une tumeur primaire bien délimitée, opérable (absence de métastases)

» un GIST inopérable / métastasé (avec progression tumorale)

» Progression = évolution négative de la maladie malgré le traitement médicamenteux
Le mot bénin ne devrait jamais étre associé a un GIST étant donné que tous les GIST sont potentiellement
des tumeurs malignes, c’est a dire que tous les GIST, méme d’un volume minime, peuvent entrainer au fil

du temps des foyers de dissemination.

Chapitre2 : les anomalies généetique impliquées dans le GIST
I.  Anomalies du gene kit
1) La protéine KIT
Le récepteur KIT, produit du géne Kit, est une glycoprotéine transmembranaire de145 kDa dont le ligand

spécifique est une cytokine plus connue sous le nom de Stem Cell Factor (SCF). Il appartient a la famille des

récepteurs de type 111 & activité tyrosine kinase,qui est la principale famille d’oncogénes en pathologie
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humaine dans laquelle on retrouve également le récepteur pour le Macrophage Colony Stimulating Factor
(M-CSF) et les PDGFR [23,5,10].

Le récepteur KIT est constitué d’un domaine extracellulaire avec cinq boucles de type immunoglobuline (1g)
(voir figure 9). Les trois boucles Ig amino-terminales déterminent la spécificité du ligand SCF, la quatrieme
boucle facilite la dimérisation du récepteur. La fonction de la derniére boucle Ig n’est pas entiérement
connue. Le domaine extracellulaire est suivi d’un court domaine juxtamembranaire (JM) et d’un domaine
kinase, divisé en deux parties :

- un domaine de fixation de I’ATP, appelé tyrosine kinase 1 (TK1) ;

- et un domaine catalytique a activité tyrosine kinase, nommé tyrosine kinase 2 (TK2) permettant le transfert
d’un groupement phosphate d’une molécule d’ATP au substrat.

Les domaines TK1 et TK2 sont séparés par un insert pour la kinase de longue variable.[8,34]

Kinase insert

Tyrosine
kinase il

transforage)

leon
Figure 6 : structure du récepteur kit [8]

2) Le gene c-kit

Le gene c-Kit est exprimé dans presque toutes les GIST [35]. Ce gene est un protooncogene : en effet,
certaines mutations peuvent conduire a une activation permanente du récepteur KIT, ce qui peut provoquer

une prolifération de type tumoral.
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Chez I’homme, le géne Kit est localisé sur le bras long (q) du chromosome 4 (4ql1-ql2) a proximité du
géne PDGFRA. [34]
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Figure 7 : la localisation du géne c-Kkit

La fixation a KIT de son ligand spécifique, le stem cell factor (SCF), induit son activation et la transmission
de signaux intracellulaires responsables de la prolifération et de la survie des cellules, dans 70 a 80 % des
GIST, mais également parfois dans d’autres tumeurs telles les mastocytoses ou les leucémies,[82,102]. une
mutation du géne KIT est responsable de 1’activation spontanée du récepteur KIT, y compris en 1’absence de
SCF ; il s’agit d’une mutation dite « gain de fonction ». Il est intéressant de noter que KIT est activé au sein
des GIST, méme en I’absence de mutations « gain de fonction ».Dans 5 a 10 % des GIST, une mutation «
gain de fonction » est détectée sur un gene tres proche de kit, le pdgfra. Les mutations de ces deux génes
sont mutuellement exclusives. Elles sont de nature tres variable dans leur localisation et leur type (délétion,

insertion, substitution).Les plus fréquentes sont localisées sur les exons 11 et 9 de KIT [14,8].

Tableau 2 : Les mutations de kit et pdgfr dans les GIST d’aprés [corless 4]

Geéne Exon Fréquence Type de mutation
kit 9 10% Unique (insertion)
kit 11 66% Trés variable
kit 13 1% Unique

(substitution)
kit 17 <1% Variable
pdgfr 12 <1% Variable
pdgfr 14 <1% Variable
pdgfr 18 6% Variable

La recherche de mutation est indispensable pour le diagnostic de GIST KIT négative, ou les GIST
d’histologie inhabituelle. Elle est souvent requise par les oncologues pour les patients atteints de GIST
sévere. En effet, la présence de mutations de 1’exon 11de KIT est associée a une forte fréquence de réponse
au traitement par le Glivec®, alors que lorsqu’il existe une mutation de I’exon 9 de KIT, un doublement de

la dose est préférable
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Pour les autres patients, la recherche systématique de mutations serait également utile pour mieux connaitre
les formes clinico-biologiques, leur pronostic et leur sensibilité aux thérapies ciblées. C’est 1’objectif de
I’étude Moléculaire des GIST.
3) Fonction du récepteur kit

KIT est un monomeére enzymatiquement inactif lié a la membrane plasmique. SCF soluble se présente
majoritairement sous la forme d’un dimére bivalent. L’interaction de KIT avec son ligand SCF entraine la
dimérisation du récepteur, ce qui a son tour entraine la phosphorylation et I’activation de la fonction tyrosine
kinase de son domaine intracellulaire.
L’activation de cette fonction permet a la protéine KIT de phosphoryler a son tour des protéines
intracellulaires effectrices qui assurent la transmission du signal jusqu’au noyau (voir figure 11). Les
principales conséquences de 1’activation de la protéine KIT sont : induction et régulation de la croissance et

de la prolifération cellulaire, et contrdle de la différentiation cellulaire [6].

A

\ Ligand binding site SCF  SCF
Membrane ] Membrane ‘
«— JM
Cytoplasm «— TK1 Cytoplasm
- TK2

Membrane @ Membrane

Cytoplasm (?)

®@

Cytoplasm

Figure 8 : Fonctionnement normal du récepteur KIT
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(A) Le récepteur KIT se présente sous la forme d’un monomére inactif a la surface de la membrane
plasmique.

(B) L’interaction de KIT avec son ligand SCF entraine la dimérisation du récepteur.

(C) Phosphorylation et activation des domaines TK1 et TK2.

(D) Les phosphotyrosines servent de site de liaison pour différentes protéines intracellulaires effectrices, qui
assurent la transduction d’un signal jusqu’au noyau.

II. Anomalies du gene pdgfr
1) Géne PDGFR

Chez ’homme, le géne pdgfra est situé a coté du gene Kit sur le chromosome 4. Les séquences des genes kit
et pdgfra sont tres proche ; il en résulte une grande ressemblance dans la structure des récepteurs
correspondants

Dans le tube digestif normal, pdgfra est exprimée dans les cellules ganglionnaires matures et les cellules

nerveuses. [36]

5[.11;'?03 55?58# 0:2 £20 T g22

521 543
Human KIT NH; V COOH
A v
SP EC TMIM TE1 Kl TE I
525 548 . >
Human PDGFR alpha 1, % y/ COOH
/7 7
SP EC TMIM TEL Kl TE Il

Figure 9: Séquences schématisées des genes kit et pdgfra chez I’homme [43]

Les mutations de PDGFRA détectées dans les GIST sont essentiellement localisées sur les exons 12 et 18,
qui codent respectivement pour les domaines JM et TK2 de PDGFRA. 11 s’agit le plus souvent de mutations
par substitution, qui touchent le codon 561 pour I’exon 12 et le codon 842 pour I’exon 18. Comme dans le
gene Kit, un seul alléle est touché par la mutation. Ces mutations jouent également un réle important dans le
développement des GIST. [40]

Environ 10 % des GIST chez I’adulte ne possédent pas de mutation dans Kit et PDGFRA.
Malgré cela, la majorité de ces tumeurs expriment fortement la protéine KIT et montrent une activation de

KIT [27, 23,100]
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2) Fonctionnement du géne pdgfra parallelement avec c-Kit

Le gene kit et le gene pdgfra contiennent les «instructions de construction» pour des protéines de récepteurs
specifiques (récepteurs KIT ou récepteurs PDGFRA) a la surface des cellules. Ces protéines sont les

récepteurs des signaux émis par une cellule — comparables a une antenne.

PDGF-Rezeptor

Domaine
extracellulaire

Récepteur c-kit

Membrane
Récepteur cellulaire
PDGFRA

cytoplasme

La cause /|

Figure 10 : fonctionnement des récepteurs

En présence d’une cellule «saine», des «transmetteurs» (= facteurs de croissance) se lient a la surface au
récepteur KIT par ex. Dans ce cas, un enzyme (= tyrosine kinase) est activé en tant qu’élément du récepteur
pour envoyer des signaux partiaux a I’intérieur de la cellule. Or, le processus de division ainsi stimulé est
arrété de maniere naturelle. Pour les cellules GIST, des changements (= mutations) subis par les génes kit et
pdgfra ont entrainé des «erreurs de construction» pour les protéines des récepteurs — donc des antennes. On
assiste alors dans le récepteur KIT par ex. — sans transmetteurs (= facteurs de croissance) de 1’extérieur — a
un signal durable de division de la tyrosine kinase. En d’autres termes: 1’affection GIST rend cet enzyme
durablement actif et empéche sa désactivation naturelle. 1l en résulte une croissance incontrélée des cellules
— c’est-a-dire une tumeur. Bien que nous parlions ici de «geénes défectueux», il ne s’agit nullement d’un
probleme héréditaire. Selon nos connaissances actuelles, les GIST résultent de changements (= mutations

sporadiques) dans les génes des cellules de 1’organisme et ne seraient donc pas transmis aux enfants. [30,5]

1. Traitement

Les nouvelles connaissances sur la biologie des GIST ont permis de faire des progrés considérables en

médecine humaine dans le traitement de ces tumeurs.
1) Traitement chirurgical

Avant la découverte de I’imatinib, la chirurgie était le seul traitement potentiellement curatif des GIST.

Malheureusement, les rechutes sont fréquentes.
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1-1Chirurgie des GIST non métastasées

Le traitement standard des GIST localisées et résécables est chirurgical [1, 5]. L’objectif de I’intervention
est une résection complete des tissus pathologiques visibles. Ce faisant, il est capital d’éviter toute effraction
tumorale afin de prévenir une dissemination intrapéritonéale qui entrainerait une diminution significative de
la durée de survie.

La chirurgie constitue la principale méthode de traitement; elle a pour but d’enlever toute trace de cancer.
Dans le cas d’une tumeur de petite taille, il est souvent possible de tout retirer lors de la chirurgie. Lorsque la
tumeur est de grande taille ou qu’elle s’est propagée a d’autres organes, on peut quand méme tenter
d’effectuer une extraction compléte, mais, dans ces circonstances, 1’ablation d’une partie des autres organes
atteints peut s’avérer nécessaire [46].

Une résection en coin (wedge resection) avec marge de sécurité suffisante est recommandée pour les GIST
de petite taille siégeant dans 1’estomac, alors qu’une résection segmentaire est préférable pour les GIST
intestinales. Il est possible cependant que la taille et la localisation de la tumeur nécessitent un traitement
chirurgical plus étendu, y compris une gastrectomie partielle ou totale. Pour les GIST oesophagiennes,
duodénales et rectales, le traitement de choix est une résection large (wide resection).[33,34]

1-2 TRAITEMENT CHIRURGICAL DES GIST METASTATIQUES
Les métastases sont principalement intra-abdominales, péritonéales, hépatiques.

Les thérapies ciblées constituent le traitement standard, en premiére comme en seconde ligne :

o Chez les patients métastatiques qui ne répondent pas a une premiere ligne de traitement, la
chirurgie donne de mauvais résultats et n'est donc pas recommandée. Le recours a un autre
médicament doit étre privilégié.

o Chez les patients répondeurs, la place de la chirurgie reste débattue car le traitement médical devra
malgré tout étre poursuivi apres l'intervention et il n'est pas certain que la chirurgie apporte un réel
bénéfice car si elle permet de retirer les Iésions visibles, les lésions non visibles (microscopiques)
restent en place. En outre, elle peut générer des complications. Il est néanmoins probable que certains
patients longs répondeurs puissent bénéficier de cette chirurgie secondaire.[13]

2) Traitement adjuvant par les médicaments

Dans un contexte de maladie métastatique (atteinte abdominale, métastases hépatiques ou les deux) et/ou
d'inopérabilité (tumeur trop volumineuse et/ou mauvaise localisation), le traitement de référence devient

alors médicamenteux.
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GIST et prescription d'imatinib

Dans la plupart des cas, 1’oncologue ou le gastro-entérologue prescrira de I’imatinib pour tenter :

e D'arréter la croissance des métastases et de stopper la progression de la maladie ou ;

e De diminuer le volume de la tumeur, lorsque celle-ci est localisée, afin de rendre le patient

opérable.

Plus connu sous le nom commercial de « Glivec®», I'imatinib est un traitement anti-cancéreux appartenant a
la famille des thérapies dites « ciblées » c’est un inhibiteur tyrosine kinase (ITK) dont l'action consiste a
bloquer I'activité des cellules responsables du développement tumoral, tout en épargnant les cellules saines
de I'organisme, ce qui explique leur faible niveau de toxicité.
Le dosage préconisé est de 400mg/jour (sauf pour les patients présentant une mutation de I'exon 9 qui
doivent d'emblée recevoir un dosage quotidien de 800mg).
Pour limiter les risques d'évolution de la maladie, ce traitement doit étre pris 7 jours sur 7, sans plage
d'interruption (sauf avis contraire du médecin en charge de la prescription), pour une durée indéterminée.
La prescription de ce traitement doit impérativement étre combinée a un suivi médical rigoureux incluant :

e des bilans sanguins pour mesurer la tolérance de I'organisme au médicament (Toxicité)

e des examens d'imagerie pour évaluer I'efficacité du traitement, autrement appelée « réponse

tumorale ».

En situation métastatique, la question de la chirurgie, quand elle peut étre posée, ne doit pas étre soulevée
avant 6 a 9 mois aprés le démarrage du traitement par imatinib ce, méme lorsque le patient ne présente
qu'une seule lésion métastatique, méme lorsque celle-ci est de trés petite taille. Ce temps d'attente est
indispensable car il permet de s'assurer que d'autre métastases encore microscopiques ne sont pas presentes
dans I'organisme, mais aussi de mesurer lI'impact réel de la thérapie sur les tumeurs, cette période de 6 a 9

mois correspondant au pic d'efficacité de I'imatinib.[15,30]
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I. Population étudiee
Notre étude inclut tous les cas de tumeurs gastro-intestinales diagnostiquées au service d’anatomie
pathologique du CHU Hassan Il de Fés sur une durée de 5 ans (2009-2014) comprenant 39 patients.
1) Etude histologique et immunohistochimique

1-1 étape macroscopique

Pour les biopsies aprés fixation de 12h a 24h dans le formol 10% et ringage a I’ecau courante, tous les

fragments sont mesurés et inclus en totalité

Pour les pieces opératoires (figurel2):aprés orientation, mesuré mesure et description de la piéce ,elle est
photographiée ,encrée et des prélevements des limites de résection sont réalisés ; ensuite les différentes
plans cutanée sous cutané et profonds sont disséqués jusqu’a la tumeur .cette derniére est mesures et
décrite.la piece est ensuite sélectionnée selon un axe sagittal, frontal ou para-frontal selon I’extension de

la tumeur .un schéma de la piéce et une photographie a 1’état ouvert sont réalisé

Figure 11 : Examen macroscopique d’une pié¢ce opératoire
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1-2 technique pour I’étude histologique
e -inclusion en paraffine

e -enrobage

e -Coupes et coloration

» L’inclusion
Les prélevements ayant achevé leur fixation sont déposés dans des cassettes en plastique, .Puis les tissus
contenus dans les cassettes sont déshydratés par passage dans 1’alcool ; qui est ensuite éliminé par des bains
de toluénes puis inclusion dans la paraffine liquide a 56 °C.
Cette étape est réalisée par un automate appelé histokinette qui se charge de toutes les étapes de I’inclusion.

) .

Figurel2 : Histokinette

» Enrobage
La préparation des blocs de paraffine se fait au moyen d’un petit moule préalablement chauffé dans lequel
on verse de la paraffine fondue grace a un distributeur de paraffine, dans lequel on place rapidement la piéce

en I’orientant suivant les coupes transversales ou longitudinale pré-envisagées. Puis on laisse refroidir.
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Figure 13 : Appareil d’enrobage

(A1) :orientation des prélévements dans la paraffine liquide.

(A2) : refroidissement de la paraffine

» Coupes et colorations
Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé grace a un microtome ; les coupes de 3 a 5 microns
d’épaisseur sont étalées sur des lames .

» Coloration Hématoxyline Eosine Safran (HES)
Aprées dissolution de la paraffine par passage a 1’étuve pendant 15 min le tissu est coloré. La coloration
usuelle associe un colorant basique nucléaire (hématéine, hématoxyline) et un colorant acide cytoplasmique
(éosine, érythrosine, ou phloxine). On y ajoute souvent du safran qui se fixe sur le collagéne (figure 15) ¢’est
la coloration HES.
Le tissu est coloré a 1’aide de colorants basiques tels que I’hématoxyline qui colore les noyaux en bleu ou en
noir, et de colorants acides teintant le cytoplasme en rose ou en rouge tel que 1’éosine. Le safran colore les

fibres conjonctives en jaune

La coupe colorée est protégée par une lamelle de verre collée.

&1&

Figure 14 : étalement sur lame

-32-



2-2 Immunohistochimie

Dans cette étude, la recherche de 1’expression de kit a été réalisée par I’automate (Ventana benchmark) ou

par technique manuelle 1’automate réalise presque la totalité des étapes :

©)

@)

@)

@)

@)

Déparaffinage

Démasquage antigénique

Blocage des peroydasesendogéne : permet de réduire le bruit de fond
Application de I’ Ac primaire

Revélation

Contre coloration

Poste contre coloration

Montage a I’eau entre lame et lamelle

L’immunomarquage a été recherché au niveau des cellules mononuclées et des cellules multinuclées

.seul le marquage nucléaire a été considéré comme positif .nous avons évalué le pourcentage de cellules

marquées et I’intensité du marquage d’une fagon semi-quantitative.

Figure 15 : appareil d’immunohistochimie

2) Etude moléculaire :

L'étude des mutations des GIST par biologie moléculaire est recommandée a visée diagnostique (des GIST

CD117 négative en immuno), pronostique et thérapeutique.
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Il est bien démontré aujourd’hui que la trés grande majorité des GIST s’associent a des anomalies
moléculaires dans deux génes cibles : kit et pdgfra. Cependant, la recherche de ces anomalies n’est pas
actuellement considérée comme nécessaire pour le diagnostic, sauf dans le cas particulier des GIST KIT
négatives, et ne peut étre réalisée que dans des laboratoires spécialisés. D’autre part, les génes kit et pdgfra
sont impliqués dans d’autres pathologies, ce qui est spécifique des GIST n’est donc pas la nature du géene
impliqué mais le type et le siege des anomalies moléculaires.

2.1 Extraction d’ADN a partir de tissus tumoraux
L’Extraction = d’ADN  est faite a partir de tissus inclus en  paraffine (FFPE
formaldehyde/paraformaldehydfixed/parafin-embedded tissues).
Soit par coupe au microtome ou par forage :

Coupe au microtome forage des tissus

Figure 16 : Obtention des tissus tumoraux

Principe général :

Les tissus inclus en paraffine sont incubés dans le toluene, et ensuite lavés dans des solutions d’alcool
pour enlever les traces de toluéne.
|:[‘>Les échantillons ainsi déparaffinés sont sujets d’une étape de digestion des protéines liées a I’ADN
par I’action d’une protéinase K.

Enfin les acides nucléiques sont purifiés par capture sur un filtre puis lavage et ¢lution d’ADN.

Protocole

Le protocole expérimental utilisé dans I’unité d’oncogénétique du CHU Hassan II dispose d’un kit (Applied
system) pour la réalisation d’extraction d’ADN.

Solutions utilisées:

Deux solutions de lavage (Wash 1 et Wash2/3) dont la composition est la suivante :
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e 42 ml d’éthanol 100% sont ajoutés a la bouteille de concentré de lavage Wash 1.
e 48 ml d’éthanol 100% sont ajoutés a la 2¢éme solution de lavage Wash 2/3.
Déparaffinage
e Dans un tube de 1,5 ml contenant 6 coupes de 10 um ou 4 coupes de 20 um, 1 ml de toluéne est
ajouté pour éliminer le complément de paraffine.
e Une centrifugation bréve puis une incubation de 3 min a 50°C.
e laver le culot 2 fois avec I’éthanol absolu pour enlever I’excés de toluéne
e Le culot récupéré est séché dans I’étuve a 45°C pendant 30 min pour éliminer 1I’éthanol.
Digestion a la protéase :
100 pl du tampon de la digestion (Invitrogen) avec 4 pl de protéase sont ajoutés au culot séché puis on

procéde a une incubation de 16h a 56°C sous agitation.
Tableau 3: Volume du tampon de digestion selon la taille des échantillons FFPE

<40 pm 100 pl

40-80 pm 200ul

Isolement des acides nucléiques :
Apres avoir Préparé extemporanément le mélange « Isolation Additif/Ethanol », il sera ajouté et mélangé a

I’échantillon.

Tableau 4: Volume du mélange Isolation Additif/Ethanol selon le volume du tampon de digestion.

Volume du
tampon de digestion
100ul 200ul
Isolation additif 120 pl 240 pl
Ethanol 100% 275 ul 550 ul
Total 395 ul 790 ul
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% Le mélange ainsi obtenu, est passé a travers un filtre puis lavé avec 700 pl de la solution de lavage
Wash1. Une centrifugation pendant 30sec est réalisée, suivie d’un Lavage avec 500 pl de la solution
de lavage Wash 2/3 puis d’une centrifugation de 30 secondes a 10000 rpm.

% Ajouter 700 ul de Wash 1 au filtre, le tout est incubé pendent 30 sec a la température ambiante,
suivie d’une centrifugation a vitesse maximale 10000 rpm pendant 30sec.

% Les échantillons sont ensuite lavés 2 fois avec 500 ul de Wash 2/3, puis centrifugés pour ¢liminer le
liquide résiduel. Le filtre est transféré dans un nouveau tube de collecte et 60 ul de la solution
d’élution a 95°C sont ajoutés suivis d’une centrifugation pendant 1min a 14000rpm. L’ADN est
enfin récupére et conservé a -20°C.

1) -Dosage de ’ADN :

But :

Aprés extraction de ’ADN a partir d’un tissu tumoral, un dosage quantitatif de I’ADN est nécessaire au

Nanovue® avant de réaliser la technique PCR.

Principe :

La quantification et la détermination de la quantit¢ d’ADN extrait se fait par mesure de I’ADN sur 2

longueurs d’onde 260 et 280 nm.

La longueur d’onde 260 nm, est la zone d’absorbance maximale des acides nucléiques dans 1’ultraviolet,

alors que la longueur d’onde 280 nm est la zone d’absorbance des protéines.

Le rapport R= A(260)/A(280) permet d’évaluer la pureté de I’ADN (a savoir la présence des protéines

résiduelles. 1l doit étre compris entre 1,8 et 2).

La figure 18 montre un exemple de résultats obtenu aprés détermination des spectres d’absorption de I’ADN

extrait par Nanovue®
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Longueur d’onde en (nm)

Figure 17 : Dosage d’ADN du géne c-kit par Nanovue (unité d’oncogénétique de CHU de Fés)

2) Amplification de ’ADN extrait par PCR (réaction de polymérisation en chaine) :
Principe :
La réaction PCR permet d'amplifier in vitro une région spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en
obtenir une quantité suffisante pour le détecter et 1’étudier.
Pour réaliser une amplification sélective du fragment recherché, I’expérimentateur va devoir optimiser les
conditions expérimentales :
Le choix des amorces favorables :
e Deux amorces, sens et anti-sens d'environ 20 oligonucléotides, capables d’hybrider de fagon
complémentaire au brin d'/ADN ou sur son brin complémentaire, choisies de facon a délimitent
I'ADN a amplifier.
e laTaq platinum :
Est le recombinant de I'ADN polymérase complexé avec un anticorps exclusif qui inhibe
I'activité de la polymérase. La taq platinum permet d’augmenter la sensibilité, la spécificité et le

rendement, tout en permettant I'assemblage des réactions a température ambiante.
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dNTP :
Nucléotides : dGTP, dATP, dTTP, dCTP, appelés globalement dNTPs (DésoxyNucléotides-Tri
Phosphates), qui sont les éléments de base utilisés par la TagPIt pour synthétiser les brins

d’ADNcomplémentaires.

Taq polymérase
'?‘,DN de_ (polymérase active a des
I‘echanmlon températures élevées)
 fester /

v c Nombreux
Un couple d

spécifiques de la séquence

i A
ﬁ d'ADN recherchée, présent
en de nombreux exemplaires

Figure 18 : principe de ’amplification par PCR

La réaction :
Une réaction de PCR correspond a la succession d'une trentaine de cycles comportant chacun 3
étapes :

e Dénaturation : séparation des deux brins par chauffage ;

e Hybridation des amorces ;

e Elongation des brins d’ADN grace a la Taq polymérase.

Tous les éléments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un tube qui sera soumis aux différentes

températures correspondantes a chaque étape. Ces cycles de température sont réalisés automatiqguement dans

un thermocycleur.

n cycles de PCR permettent en théorie de produire 2" copies de la séquence ciblé (amplicon), il

est ainsi possible d’obtenir plus d’un millions de copies de la séquence d’ADN recherché en une vingtaine

de cycles.
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Figure 19 : schéma général d’une réaction de polymérisation en chaine

Protocole expérimental :

Une dilution d’ADN dans I’eau stérile est réalisée pour avoir une concentration de 10 ng/puL pour les
échantillons des GIST.
Les amorces utilisées pour I’amplification de ’exon 9 et 11 du gene c-kit sont :

Tableau 5 : Amorces utilisées dans la PCR de I’exon 9 et 11 du géne c-Kit

NOM SEQUENCE 5’ - 3°
Amorce sens: TCCTAGAGTAAGCCAGGGCTT
c-kitE9 F
Amorce anti sens: TGGTAGACAGAGCCTAAACATCC
c-kitE9_R
Amorce sens: GTGCTCTAATGACTGAGAC
c-kit E11_F
Amorce anti sens: TACCCAAAAAGGTGACATGG
c-kitE1l R
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Le mix est préparé comme suivant :
Tableau 6: Reéactifs utilisés dans la PCR

MIX PCR Concentration Volume pour 1
Reéaction
Buffer mix 10x 10X Sul
Amorce sens F 200uM 1ul
Amorce anti-sens R 200uM 1ul
dNTPs 20puM 1ul
MgSO, 50uM 2ul
Tagplatinum 1uM 0.4ul
L’eau stérile 34.6ul
Volume totale est 45ul

Le volume final est de 45 pl par tube. Ensuite, S5ul d’ADN sont ajoutés dans chaque tube pour avoir un

volume total de 50 pl. Les tubes sont placés dans le thermocycleur et le programme suivant est lancé :

Edit Run Method: ckitexon 9 13 17

Figure 20: Programme du thermocycleur
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3) Détection et analyse des produits PCR par électrophorése sur gel d’agarose :
L’¢électrophorése est I'une des principales techniques utilisées en biochimie oubiologie moléculaire pour

la séparation des protéines ou des acides nucléiques.
Préparation du gel d’agarose -

A la fin de la PCR, on prépare le gel d’agarose a 2%:

*

% Pour cela 1g d’agarose est solubilisé dans 50 ml du tampon de migration TAE 1X (Tris-Acétate-
EDTA)

« Le mélange est chauffé a la micro-onde, puis on ajoute 2ul (10mg/ml) de bromure d’éthidium
(BET); c'est un agent intercalant qui se fixe sur I’ADN en émettant de la fluorescence lors de son
exposition aux UV permettant de visualiser la migration des acides nucléiques.

% Pour chaque échantillon, 5 pl de produit PCR est mélangé avec 2 ul de tampon de charge.

% La migration a 100V est lancée. Les bandes sont visualisées a 1’aide des ultraviolets (figure21).

Figure 21 : Gel d’agarose déposé sur une table des UV

4) Reéaction de séquencage des produits PCR du géne c-kit :
La réaction de séquence que I’on utilise au laboratoire repose sur la méthode de SANGER ou méthode des

interrupteurs de chaine, adaptée a la fluorescence.

a. Principe de la méthode de Sanger
Le recopiage d’un brin matrice par une ADN polymérase ADN dépendante est initiée par la fixation d’un
oligonucléotide spécifique (amorce), complémentaire du brin matrice. Cette ADN polymérase va permettre

I’¢longation d’un nouveau brin complémentaire du brinmatrice dans le sens 5° 3.
But :

Notre objectif est d’appliquer le séquengage pour détecter les différentes mutations responsables des

différentes maladies étudiées. Avant de séquencer nos produits PCR, il faudra les purifier pour éliminer
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I’excés d’amorces, de dANTP, d’ADN polymérase et des sels pour ne pas s’interférer avec la séquence
d’intérét.
Cette condition nécessite trois étapes :
e Purification par I’exosap : enzyme de purification des produits de PCR allant de 100pb jusqu’a 20kb
e Réaction de séquence par BigDyeR : La technologie BigDyeTerminator (BDT) utilise un systéme de
transfert d’énergie par résonance (FRET) entre deux fluorochromes fixés sur le méme ddNTP et
reliés entre eux par un linker.
e Purification par 1’x-terminator qui élimine les déchets de réaction

La réaction de Sanger repose sur I’incorporation aléatoire par I’ADN polymérase (BigDye) de ddNTP.

Tableau 7: produit de réaction de séguence

Produit Volume utilisé en pL
BigDye 1.1 2
Amorce F ou R(6uM) 1
Produit de purification 4
Eau stérile 3
Volume totale 10

Le mix est centrifugé rapidement puis placé dans le thermocycleur selon le programme suivant :

Tableau 8 : programme de thermocycleur pour la réaction de séquence

96°C 10s
50°C 5s

25 cycles
60°C 4min

2eéme Purification de produit de PCR :

Le kit Big Dye terminator permet la purification des produits de réaction de séquence en capturant les
protéines non incorporées dans la réaction et d’autres molécules chargées qui pourraient interférer lors de la
détection de bases par électrophorése capillaire.

Le mix suivant est préparé :
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Tableau 9 : produit de 2°™purification

Produit Volume en puL
SAM 45 45
X-terminator 10
Produit de séquence 10
Volume final 65

Le mélange est vortexé pendant 30 min puis centrifugé a vitesse maximale pendant 2 min. Les échantillons

sont finalement lancés dans le séquenceur.
b. Détermination de séquence:

Les séquences d’ADN sont déterminées par séquengage automatique selon la méthode de Sanger dans un

Séquenceur huit capillaire 3500Dx.

Lecture de la séquence :

Une fois la réaction de séquencage est terminée, la taille des fragments obtenus est déterminée par une
chromatographie. Le séquenceur détecte la fluorescence sortant des colonnes de chromatographie repérant
ainsi les fragments d’ADN et leur taille précise. Le résultat est présenté dans I’appareil sous forme de

courbes présentant la fluorescence détectée et I’interprétation qui en est faite en termes de nucléotides

Il .Méthodes statistiques
1. Recueil des donnés

Les données ont été recueillies d’une fagcon prospectives a partir des comptes rendu anatomopathologique,
des fiches pré-rempli par les services de gastro-entérologue du CHU Hassan Il de Fes et adressé avec le
prélevement comportant les renseignements suivants: nom de patient ;age ;sexe ;service d’origine;

localisation de la tumeur ; type histologique et expression de Kit.

L’archivage des donnés en vue de traitement a été réalisé dans un tableau Excel.

2. Analyse statistique

L’analyse des données a été réalisée au moyen du logiciel Epi-info 2000.
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La majorité des mutations observées concernant I'exon 11 qui est analysé pour tous les patients concernés.

Pour les patients non mutés en exon 11, on procede a la recherche simultanée dans les exons 9 de c-kit et 18

de pdgfr

Pour les non mutés en exon 11, 9 ou 18, on procéde alors a la recherche de varient dans les exons restants 13

et 17 de c-kit et 12 et 14 de pdgfr.
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Résultats



I. Etude descriptive

1) Répartition des tumeurs gastro-intestinales selon I’age
Cette étude est réalisée sur 39 échantillons. L’4dge médian de la survenue des GIST varie entre 40 et
79 ans et rarement apreés 80 ans (& 5%). (Tableau 9).
Tableau 10 : Répartition des GIST selon I’4ge

Tranches d’age Nombre de cas Pourcentage %

0-10 0 0%
10-19 1 3%
20-29 5 13%
30-39 0

0%
40-49 10

26%
50-69 12 31%
70-79 8 0%
80-89 3 .

2) Répartition selon le sexe

L’étude de la répartition des tumeurs gastro-intestinales selon le sexe, montre une équivalence entre les

deux sexes d’un pourcentage de 51% des hommes et 49% des femmes avec un sexe ratio de 1.04

Femelle
49%

Figure 22 : Répartition des GIST selon le sexe
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3) Localisation des tumeurs gastro-intestinales sur le tube digestif

Ces tumeurs se développent plus fréqguemment dans I’intestin gréle (27%),dans 1’épiploon (24%). dans
I’estomac (21%) des cas, et Les localisations jéjunale ; hépatiques et colorectales sont plus rares

occupant 27% des cas.

M colon

M épiploon

M estomac

B estomac+foie
mgréle

M jéjunum

Figure 23 : Localisation malignes des GIST dans le tube digestif

4) Répartition des GIST étudiés selon la taille tumorale

La taille tumorale est un facteur pronostique important, en effet elle détermine le comportement

benin ou malin de la tumeur.
La taille générale n’a pas été précisée pour 8 cas, soit 21 % de ’ensemble des prélévements,

Le tableau suivant ressemble les résultats obtenus avec une taille moyenne de 7.75cm:
Tableau 11 : Répartition des GIST selon Ia taille

Taille <5cm 5-10 11-20 >20
Nombre de cas 11 9 8 3
pourcentage 36% 29% 25% 10%
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nombre de
cas
15 -
10 -
5 .
O T T T 1
<5cm 5-10cm 11-20cm >20cm
taille tumorale

Figure 24 : Répartition des GIST en fonction de la taille

5) L’index mitotique (IM)

Un nombre de mitose par 50 champs <5 a été détecté pour 14 cas soit 36% des patients, entre 5 et 20

mitoses on a 54% des cas et 10% seulement ont un index mitotique >20
Les résultats sont représentés ci-dessous :

Tableau 12 : Répartition des GIST selon le nombre de mitoses (1M)

IM/50 champs <5 5-10 11-20 >20
Nombre de cas 14 12 9 4
pourcentage 36% 31% 23% 10%

Le taux mitotique tumoral au-dela de cing mitoses pour 50 champs, est une alerte de danger au cours de

diagnostic.

6) Risque de récidive et de metastase (classification de Miettinen)
58% de patient présentent un risque élevé de récidive et de métastase ;21% ont un risque

intermédiaire et 21% présentent un risque bas dont 2% des patients ont un risque trés faible.
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Figure 25 : Risque de récidive

7) Type histologique
Deux types de cellules sont le plus souvent rencontrées au niveau des échantillons analysés : cellules
fusiformes(CF) (33 cas soit un pourcentage de 94%) ; cellules épithéloides (CE) (1 cas soit un
pourcentage de 3%).

Dans un seul cas, on a trouvé des cellules d’aspect commun (CE+CF) (3%)

% des cas
100%
90% - CF : cellules
80% - fusiformes
70% - CE : cellules
60% - épithéloides
50% - CE+CF : aspect
40% - épithéloides et
30% - fusiformes
20% -
10% -

0% -

CF CE CE+CF

Figure26 : la morphologie cellulaire des GIST
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8) Expression de CD117 en immunohistochimie
La recherche d'expression des protéines se déroule en deux temps :

» Observation des cellules tumorales au microscope : Analyse histologique
Les GIST présentent deux types cellulaires :

Cellules épithéloides (rondes) Cellules fusiformes (allongés)

83

ORI
D A

Ao T h

. T (N
. a‘%%: 188 2
RO TN

Figure 27 : HES x 250: GIST de différente aspect

> Application d’anticorps sur échantillons de tissus tumoraux : Analyse
immunohistochimique

Les marqueurs immunohistochimiques permettent dans de nombreux cas de déterminer la lignée de
différenciation des cellules et d'aboutir a un diagnostic incontestable.

I=>28 patients présentent un immunomarquage CD117 positif soit 90% des cas.
I=>3 patients présentent un immunomarquage CD117 négatif, soit 10% des cas.
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Figure 28 : Résultats du marquage au CD117 dans I’analyse des GIST

Deux réactions peuvent étre observées :

Les tissus tumoraux se colorent, la protéine KIT est exprimée.

Figure 29 : Immunomarquage des GIST par CD117

9) Analyse moléculaire

Dans cette étude, I’analyse mutationnelle est effectuée chez 23 patients dans le gene c-kit, afin de

décrypter les informations génétiques de la cellule et d’identifier la mutation se trouvant a 1’origine de

ses dysfonctionnements

Nous nous sommes intéressés a la recherche de mutations au niveau de 1°‘exon 9et 11 du gene Kit.
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Résultat de PCR :

P5 Pa P3 P2 P1 § iRk Marqueur de
taille

Figure 30 : Exemple de 1a bande d’ADN du géne cible c-Kit

Le résultat de PCR a un double intérét :
-la quantification d’ADN;

-la confirmation d’une bonne amplification et I’élimination d’une contamination

Résultat de séquencage :

Dans cette étude, I’analyse mutationnelle est effectuée chez 23 patients dans le gene c-kit, afin de

décrypter les informations génétiques de la cellule et d’identifier la mutation se trouvant a I’origine de

ses dysfonctionnements

|'( \1 Mrl‘:‘ﬂ,‘. Jlﬁﬁ{\{.'rﬁ

Sens

i

. ] .
Anti Sen i
LV I G VA ' Ao N A N _

Figure 31: Séquencage d’ADN montrent une mutation ponctuelle (substitution de T par A)

Pic en bleu : C. pic en rouge : T. pic en vert : A. pic en noir : G.
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L’analyse de 1’¢éléctrophorégramme obtenu se base sur la lecture de toutes les bases nucléotidiques. On note
la présence d’une mutation lorsqu’il y a une substitution insertion ou délétion d’une base par une autre. Cette
mutation peut étre homozygote alors qu’elle est portée par les 2 all¢les, alors qu’on parle d’une mutation

hétérozygote lorsqu’elle est portée par un seul all¢le.

- 100% des mutations sont localisées au niveau de I’exon 11, par contre il n’y a pas de mutation au

niveau de ’exon 9

- Dans notre série 21patients ne présentent aucune mutation soit 54% des cas ; 23% ont une
délétion des bases nucléotidiques ,13% des mutations ponctuelles, 8% des mutations par délétion

et insertion et 2% des mutations dupliqué

9 -
g -
7 -
6 -
5 -
4 - m Sériel
3 -
7 -
3 -7
0 T T T Y
deletion mutation delins dup
ponctuelle
Figure 32 : Mutation présenté dans I’exon 11
Il. Etude analytique

Elle a consisté a identifier les facteurs de mauvais pronostic. Plusieurs facteurs pronostiques ont été
étudiés en fonction de la survie afin de dégager les éventuels paramétres pouvant prédire 1’évolution
des GIST

-53-
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Corrélation entre le type histologique et le siege
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Figure 33 : Corrélation entre la morphologie cellulaire et le type histologique

La corrélation entre le type et le siege des GIST a montré qu’il ya un aspect fusiforme présentent dans
tous le tube digestif, exceptionnellement I’estomac qui présentent différent aspect (figure 29)
Correélation entre les mutations, le risque, le siége et le type histologique

La plupart des mutations(560,557) présentent un aspect cellulaire fusiforme siégé principalement

dans I’intestin gréle et 1’estomac, et rarement dans 1’épiploon et le foie. (figure34)
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Figure 34 : corrélation entre les types de mutation, le siége et le type histologiqgue

3) Corrélation entre les types de mutation et ’expression de CD117 et le risque de récidive
Tous les types de mutation au niveau de I’exon 11 ont un marquage de CD117 positif (100%), dont la

majorité présente un haut risque de récidive estimé de 6 cas. Surtout au niveau des codons 560 et

557.

-55-




OQanNWLEDOEON

NInvatation de I'exon 11

7

B
5 -
4
3
z -
1
T [0l T T

P N haut intermediaire bas

Figure 35 : corrélation entre les types de mutation, le marquage de CD117 et le risque de récidive
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Discussion



Les tumeurs stromales sont des tumeurs digestives rares; qui représentent entre 1 et 3% des cancers
digestifs. [1,8];en vue de nos résultats, elles représentent 1.3% des cancers digestifs. ce qui rejoint nos
résultats ,ils se développent aux dépens de I’estomac dans 60-70 % des cas, suivi de I’intestin gréle (25 a
35 %), a un degré moindre au niveau du colon, du rectum, de 1’cesophage et de I’appendice (10 %) et
encore plus exceptionnellement au niveau du mésentere et du grand épiploon [5]. dans notre contexte les
tumeurs sont fréquemment localisées au niveau de ’intestin gréle(27%) ;24% dans 1’estomac et 27 %
localisées au niveau du colon ; 1’épiploon et dans le foie, ce qui est discordant avec les résultats des
différentes séries publiées [1,2,5]. L’age médiane de survenue se situe entre 50 et 70 ans et rarement
observés chez la population pédiatrique sans prédominance de sexe. Dans notre série, la moyenne d’age
était de 59 ans avec une équivalence de pourcentage dans les deux sexes ce qui rejoint avec les données

de littérature.

En étudiant les critéres prédictifs de malignité qui ont été établis par plusieurs études [7,8], en précisant
I’immunomarquage et la morphologie. Les tumeurs se caractérisent dans notre étude par une positivité
majeur du marqueur CD117 (90%), L’aspect cellulaire des GIST est caractériseé par des cellules
fusiformes avec un pourcentage de 94%, un aspect rarement trouvé de cellules épithéloides (3%) et un
aspect commun avec une incidence de 3%. Cette caractéristique immuno-histochimique est similaire aux
données de la littérature qui rapportent une bonne sensibilité du marqueur CD117 pour le diagnostic de
tumeur stromale avec des taux de positivité entre 80 et 95 % et un aspect histologique fusiformes avec
une taille variable [1,11]

La tumorigenese des GIST est caractérisés par la présence d’anomalies moléculaires dans deux genes
cibles kit et pdgfr [18] .Les mutations de KIT et PDGFR sont fréquentes et de nature trés variable .Les
plus fréquente sont les délétions en phase de lecture situé sur I’exon 11de KIT [18] .Dans notre série
I’étude inclus que I’exon 11du gene kit, il présente une variabilité des mutations dont 50% des délétions
28% des mutation par substitution 17% des délétions et insertion des bases nucléotidiques et rarement

survenue dans les GIST sont des duplications(2%).

L’étude analytique a permis d’identifier les facteurs de mauvais pronostic L’analyse multivariée a montré
que I’ADN tumoral et les mutations de KIT présentent un immunomarguage positif 100%. En comparant
avec les publications plus anciennes qui ont montré que la présence de mutation de KIT étaient un
mauvais pronostic pour les patients atteint des GIST [112 ; 115].d’autres études rétrospective n’ont pas

confirmé ces premiéres données
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Les mutations ponctuelles de KIT sont de faible risque de rechute (Miettinen), celles sur 559 et les
mutations de I’exon 18 de PDGFR au risque intermédiaire de rechute et le groupe des délétions du géene
kit (557-558 ou 560) au haut risque de rechute.

Ces derniéres sont en effet trés souvent retrouvées en situation métastatique : il s’agit de mutations au

pronostic défavorable mais prédictives d’une plus grande sensibilité a I’imatinib [112].

Dans notre contexte, les mutations de haut risque sont les délétions. Les mutations sur les codons 559 -

556 et 560) présentent un risque de récidive intermédiaire.
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Conclusion

Les GIST, auparavant considérées comme des tumeurs musculaires lisses et classées comme leiomyomes,
sont maintenant reconnues comme des entités distinctes de premiere importance parmi les tumeurs
mésenchymateuses digestives chez ’homme.

Les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) sont rares mais ne doivent plus étre méconnues du
pathologiste. Un diagnostic précis est devenu indispensable. Pour le moment, la recherche de mutation des
génes kit et pdgfr n’est recommandée, en dehors des protocoles de recherche, qu’en cas de GIST KIT-

négative.

Les progres récents de la biologie moléculaire et de la génétique ont permis de découvrir et de comprendre
le role des mutations de ce géne dans le développement de ces tumeurs. L’intérét porté a ces lésions s’est
renforcé depuis la mise a disposition d’un traitement spécifique, I’'imatinib, dont I’efficacité a révolutionné

la prise en charge des GIST évoluées.
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Annexes

La composition de TAE :

Pour 100 ml de solution mére diluer 50 fois.

TRIS24.2 g
EDTA 370 mg
Acétate de sodium anhydre 8.2 ¢

YV V VYV V

Ajuster le pH a 8.2 avec de ’acide acetique pur

» Compléter a 100 ml avec de 1’eau distillée.

La composition du tampon de charge :

Le tampon de charge est composé généralement d’eau, de saccharosel.5 M et d’une teinture souvent le

bleu de bromophénol 0.03M

Les étapes d’Immunohistochimie manuellement :

Cette technique se fait sur les blocs de paraffine
v La préparation a la technique (déparaffinage) :
v Le passage a I’étuve (37°) pendant 1 nuit.

v Toluéne (2bains) ; 5-10 min chacun.

v Alcool absolu (3bains) ; 5-10 min chacun.

v Ringage a I’eau courante ; 10 min.

La technique :

v Egoutter les lames.

v Passage dans H202a 0,4% ; 15 min.

v Ringage a I’eau courante ; 10 min.

v Passage dans le Tampon citrate bouillant PH=6,5 ; 5 min.

v Ringage a I’eau courante.

v Ringage avec PBS (1bain) ; 5 min. (PBS : tampon de lavage qui sert a éliminer les Ac non spécifiques).
v Egoutter les lames et entourer les fragments par le PA, Mettre le bloguant sur le fragment ; 15 min.

v Disposer les lames dans une chambre stérile.
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v Application de I’anticorps I et incubation dans une chambre humide et noire.
v Egoutter un peu les lames, les mettre dans un panier.

v Ringage dans du PBS (2bains); 5 min chacun.

v Application de I’anticorps II ; 30 min.

v Couvrir les lames pour qu’elles ne sechent pas.

v Ringage dans du PBS (2bains) ; 5 min chacun.

v Application de la peroxydase.

v Ringage dans du PBS (2bains) ; 5 min chacun.

v Egoultter les lames.

v Application sur chaque lame de 2 gouttes de substrat chromogéne ;
v 10-15 min.

v Ringage a I’eau courante.

v Egoultter les lames.

v Application de I’hématoxyline ; 2 min
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