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Les tumeurs stromales gastro-intestinales constituent le groupe le plus important parmi les

tumeurs primitives non épithéliales du tube digestif Depuis de nombreuses années, leur origine

et leur évolution posent de complexes problèmes aux pathologistes. Leurs modalités de

différenciation sont l'objet de multiples publications mais les hypothèses les concernant sont de

plus en plus controversées. Leur origine histogénétique demeure obscure et leur évolution

clinique variable rend difficile la découverte de facteurs histopronostiques fiables. En

microscopie optique, ces tumeurs ont longtemps été considérées comme étant d'origine

musculaire lisse. Cependant les études immunohistochimiques et ultrastructurales récentes ont

permis de mettre en évidence dans ces cellules tumorales des différenciations variées :

musculaire, nerveuse ou musculaire et nerveuse. Le plus souvent, aucune différenciation n'est

retrouvée. La dénomination de tumeur stromale tend actuellement à être réservée à ce groupe

des tumeurs indifférenciées qui expriment un antigène particulier: le récepteur c-kit.

Récemment, ce récepteur, membre de la famille des récepteurs tyrosine kinase qui joue un rôle

important dans le développement, la différenciation et la survie de nombreuses cellules, a été

mis en évidence dans les cellules des tumeurs stromales. Ceci a permis à quelques auteurs

d'émettre l'hypothèse que ces lésions seraient issues d'une cellule primitive indifférenciée.

Cette cellule donnerait naissance aux myocytes lisses ainsi qu'à une population cellulaire

particulière du tube digestif exprimant le récepteur c-kit : les cellules interstitielles de Cajal

(ICC).

Compte tenu des nombreux résultats référencés dans la littérature à propos de l'expression du

récepteur c-kit dans des tissus normaux et pathologiques et de sa découverte dans les tumeurs

stromales, nous avons décidé d'entreprendre une étude anatomo-clinique rétrospective portant

sur 62 tumeurs stromales gastro-intestinales pour préciser l'importance de la découverte de ce

récepteur pour le diagnostic de ces lésions.

Dans une première partie, nous rappellerons les principales caractéristiques cliniques,

morphologiques et immunohistochimiques des tumeurs stromales en nous fondant sur les

nombreuses publications actuelles. Nous insisterons plus particulièrement sur les recherches

relatives au récepteur c-kit ainsi que sur les principaux diagnostics différentiels et les facteurs

pronostiques. Nous rapporterons ensuite quelques hypothèses histogénétiques, en insistant sur

une des plus récentes qui repose sur le rôle de la cellule interstitielle de Cajal.
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Dans une seconde partie, nous détaillerons d'abord quelques méthodes immunohistochimiques

permettant de mettre en évidence le récepteur c-kit dans des tissus normaux et pathologiques

puis nous présenterons notre étude anatomo-clinique de 62 tumeurs stromales.

Dans une troisième partie, nous confronterons nos résultats à ceux rapportés actuellement dans

la littérature.



PREMIERE PARTIE

Rappels des connaissances actuelles relatives aux

tumeurs stromales gastro- intestinales.
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1.1. DEFINITION - HISTORIQUE:

Les tumeurs primitives gastro-intestinales peuvent être classées en trois grandes catégories

histogénétiques: les tumeurs épithéliales très majoritairement les plus fréquentes, les tumeurs

d'origine neurectodermique et les tumeurs d'origine mésenchymateuse ou de substance

conjonctive. Parmi ces dernières, les tumeurs indifférenciées ont été rassemblées dans un

groupe particulier: les tumeurs stromales (figure nOl).

Figure nOl : Les principaux types de tumeurs gastro-intestinales d'origine non
épithéliale par ordre de fréquence d'après CHAN J. (22).

Tumeurs stromales gastro-intestinales

Léiomyomes et léiomyosarcomes

Schwannomes, neurofibromes et tumeurs
malignes des gaines nerveuses
périphériques

Tumeurs gastro-intestinales
d'origine non épithéliale

Autres tumeurs mésenchymateuses
tumeurs à cellules granuleuses, tumeurs
glomiques, angiosarcomes, lipomes,
liposarcomes...

1.1.1. DEFINITION DES TUMEURS STROMALES :

Le terme de «tumeur stromale» du tube digestif ou GIST (GastroIntestinal Stromal Tumors) a

été introduit en 1983 pour désigner un groupe de tumeurs dans lesquelles aucune

différenciation musculaire lisse ou nerveuse n'était mise en évidence (73).

Sa signification a longtemps variée selon les auteurs :

c:> pour certains, ce terme englobe toutes les tumeurs gastro-intestinales d'origine non

épithéliale quelle que soit leur différenciation (6, 104) ;

c:> pour d'autres, il est réservé aux tumeurs de substance conjonctive, peu

différenciées, du tube digestif et du péritoine (11, 77, 118).

Actuellement, la dénomination de GIST tend à être réservée aux tumeurs peu différenciées (22,

54) qui expriment un marqueur particulier: le c-kit. Nous reprendrons cette définition dans ce

travail.
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1.1 .2. HISTORIQUE :

Les tumeurs de substance conjonctive du tube digestif à cellules fusiformes ou à cellules

«épithélioïdes», ont depuis toujours posé le problème de leur diagnostic différentiel et de leur

origine histogénétique. De multiples dénominations et acronymes ont été proposés, reflétant les

difficultés rencontrées par les pathologistes pour classer ces affections.

Autrefois, sur leur seul aspect morphologique, les tumeurs à cellules fusiformes étaient

considérées comme étant d'origine musculaire lisse et classées selon leur caractère atypique et

leur comportement malin, parmi les léiomyomes ou les léiomyosarcomes (68). En 1962, les

proliférations de cellules rondes (cépithélioïdes») qui possédaient en ultrastructure des

caractères de la cellule musculaire lisse, ont été dénommées par Stout, léiomyoblastome ou

léiomyome épithélioïde (116) , termes repris ensuite dans la classification de l'Organisation

Mondiale de la Santé (OMS) (29) .

De rares auteurs ont proposé, pour les tumeurs d'aspect morphologique suspect mais

dépourvu de caractère franc de malignité, l'appellation de «Smooth Muscle Tumors of

Uncertain Malignant Potentiel» ou SMT-UMP. Cette dénomination n'a pas été retenue (5, 44).

Grâce au développement des techniques immunohistochimiques, une différenciation musculaire

lisse, parfois nerveuse, voire une association des deux a été mis en évidence dans ces tumeurs.

Mais parfois, aucune différenciation n'a pu être retrouvée conduisant Mazur et Clark a

proposer le terme de "Gastrolntestinal Stromal Tumor" ou GIST (73) pour mettre en exergue

leur naissance à partir du stroma par opposition aux tumeurs d'origine épithéliale.

Cette terminologie est difficile à traduire en français. En effet, le terme de "stroma" désigne

habituellement un tissu conjonctif de soutien et de nutrition des structures épithéliales

tumorales. Ce terme apparaît donc impropre dans sa transposition française pour désigner une

prolifération tumorale conjonctive quel que soit son degré de différenciation. Faute de mieux, il

a été accepté par le plus grand nombre, mais désigne parfois des entités très différentes , créant

ainsi une certaine confusion entre les pathologistes et les cliniciens (11).

Dans de rares tumeurs stromales, une différenciation ultrastructurale correspondant à celle du

système nerveux autonome a été mise en évidence. Le terme de "plexosarcome" a été alors

suggéré (45) mais rapidement remplacé par celui de "Gastrointestinal Autonomie Nerve

Tumor" ou GANT (138).

Depuis peu, une nouvelle dénomination qui reste encore controversée, GIPACT

("GastroIntestinal PAcemaker Cell Tumors"), a été proposée. Pour Kindblom en particulier,

(54) ces tumeurs se développeraient à partir des cellules interstitielles de Cajal qui
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correspondent aux cellules «pacemaker» du tractus gastro-intestinal. L'argument princeps pour

leur reconnaissance repose sur l'existence du récepteur c-kit.

Figure n02 : Evolution de la dénomination des tumeurs gastro-intestinales
de substance conjonctive d'après CHAN J. (22).

Avant 1980

Vers 1980

Après 1998

Léiomyomes et
Léiomyosarcomes

Adoption du concept de
"Tumeur Stromale
Gastro-Intestinale"

(GIST)

Introduction du concept
de tumeurs gastro­

intestinales à cellules
«pacemaker» (GIFACT)

Tumeurs musculaires lisses
avec un potentiel malin
incertain (SMT-UMP)

Caractérisation des tumeurs
gastro-intestinales issues du
système nerveux autonome

(GANT)

1.2. LES CARACTERES GENERAUX DES TUMEURS

STROMALES:

1.2.1 LES CARACTERISTIQUES CUNIQUES ET LES TRAITEMENTS

DES TUMEURS STROMALEs

1.2.1 .1. Les caractéristiques épidémiologiques

.:. Age de survenue et sexe:

L'incidence des tumeurs stromales est difficile à apprécier. Elles peuvent survenir à tout âge

avec, toutefois, un pic de fréquence entre 50 et 60 ans (78).
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Certains auteurs ne rapportent pas de différence significative entre les deux sexes (76) alors

que d'autres, en revanche, signalent une légère prédominance masculine (7, 60).

•:. Facteurs favorisants:

Dans la majorité des cas, aucun facteur favorisant n'est retrouvé. Cependant, on rencontre

parfois ces tumeurs dans des contextes particuliers:

e> La maladie de Von Recklinghausen ou neurofibromatose de type 1 :

Les patients porteurs de cette pathologie ont un risque accru de développer des

tumeurs stromales le plus souvent à différenciation nerveuse (39), plus rarement à

différenciation musculaire lisse (111).

e> Le syndrome d'immunodéficience acquise:

Quelques cas de tumeurs stromales multiples à différenciation musculaire lisse ont été

constatés chez des patients infectés par le VIH (21), en particulier chez les enfants

(102). Mais le caractère fortuit ou non de cette association n'a pas été prouvé.

e> La forme familiale des tumeurs stromales :

Récemment, une étude a mis en évidence une forme familiale de tumeur stromale

secondaire à une mutation germinale du gène c-kit (94).

e> Le syndrome de Camey :

La triade de Camey est un syndrome rare qui associe :

CD un léiomyosarcome épithélioïde gastrique, de siège antral ou corporéal ;

~ un chondrome pulmonaire;

® un paragangliome extra-surrénalien, le plus souvent médiastinal, à l'origine

d'une hypertension artérielle ou un phéochromocytome (67).

Il survient essentiellement chez les jeunes femmes. L'âge de survenue est de 16 ans

environ (19, 20, 67, 62). La tumeur gastrique est, de plus, souvent plurifocale (62). Le

risque métastatique est faible et la survie est longue , même au stade des métastases

(98).
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1.2.1 .2. Les caractères topographiques :

.:. Localisations sur le tu be digestif

La localisation la plus fréquente des tumeurs stromales est l'estomac (65 %) (7, 60, 76, 114).

Elles se répartissent, par ordre de fréquence de la façon suivante:

q 50 % dans le corps gastrique,

q 25 % dans l'antre,

q et 25 % à proximité du pylore (104).

L 'intestin grêle est le second site de prédilection (30 à 35%) de ces tumeurs qui, dans ce cas,

siègent (76) :

q dans 80% des cas dans le jéjunum,

q et dans 20% dans le duodénum.

Le plus souvent uniques, ces lésions sont parfois multiples (104).

Les tumeurs stromales sont également observées dans le colon (81) et le rectum (43) , rarement

dans l'œsophage et dans ce cas, principalement au niveau du tiers inférieur (79) où les

léiomyomes sont plus fréquents (76, 79). Ces lésions sont parfois retrouvées dans le mésentère

et l'épiploon (77) .

•:. Mode de développement macroscopique:

Les tumeurs stromales prennent naissance pour la majorité d'entre elles à partir de la paroi

musculaire du tube digestif. Leur développement peut être :

q extra-Iuminal c'est à dire vers la cavité péritonéale et aboutit alors à la formation

d'une volumineuse tumeur sous séreuse (118) ;

q intra-Iuminal avec apparition d'une lésion sessile ou pédiculée sous la muqueuse qui

peut s'ulcérer (7, 114) (Planche photographique nOl, photo A) ;

q intra-mural réalisant un simple épaississement de la paroi digestive (118) ;

q intra et extra-Iuminal formant une tumeur en haltère ou en sablier (Planche

photographique nOl, photos D - E) (118).

Lorsque la tumeur est située dans l'épiploon et le mésentère (77) , elle est soit séparée de la

paroi intestinale soit reliée à elle par un mince pédicule (118) (Planche photographique nOl,

photo C). Enfin, les lésions peuvent être pluri-focales (Planche photographique nOl, photo

B) et constituer alors de multiples nodules intra-muraux et/ou intra-péritonéaux (7, 60).



Planche photographique nOl :
Quelques caractéristiques macroscopiques des tumeurs stromales

A : Tumeur stromale gastrique située sous la muqueuse (observation personnelle n061)

B : Tumeurs stromales multiples au niveau de l'intestin grêle (observation personnelle n062)

C : Tumeur stromale pédiculée de l'intestin grêle (observation personnelle n062)

D : Tumeur stromale en sablier sous séreuse de l'intestin grêle (observation personnelle n°62)

E : Tumeur stromale en sablier sous séreuse bombant sous la muqueuse (observation personnelle n °62)

F : Remaniements hémorragiques et kystiques d'une tumeur stromale (observation personnelle n°62)
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1.2.1 .3. Les signes cliniques :

Les tumeurs stromales se manifestent par des signes généraux ou digestifs :

q Une hémorragie digestive, aiguë (hématémèse et/ou méléna) ou occulte, se

traduisant par une anémie microcytaire, hyposidérémique. Les saignements sont , le plus

souvent, secondaires à une ulcération muqueuse en regard de la lésion.

q Des douleurs abdominales de siège varié (61, 76, 118), des nausées, une dyspepsie

une dysphagie , une perte de poids (76, 80) ;

q Un syndrome occlusifd'apparition progressive (61) ;

q Une perforation ou une invagination (61)

La symptomatologie est souvent en rapport avec la taille de la tumeur et sa localisation (78) .

Plus la tumeur est proximale, plus ses manifestations seront importantes (76) .

Cependant, un tiers des tumeurs stromales sont de découverte fortuite ou au cours d'une

intervention chirurgicale (61, 76, 118).

1.2.1 .4. Les méthodes diagnostiques

Le but des examens complémentaires est de localiser la lésion tumorale, d'évaluer sa

croissance par rapport aux organes de voisinage (évaluation de l'invasion locale) et de détecter

d'éventuelles métastases à distance (121). L'utilisation de plusieurs méthodes diagnostiques est

souvent nécessaire pour préciser tous ces éléments, surtout lorsque la tumeur est de grande

taille (83).

Cependant les aspects radiologiques des tumeurs stromales ne sont pas caractéristiques et sont

communs avec d'autres tumeurs d'origine mésenchymateuse (léiomyomes et schwannomes)

(83).

.:. Les examens endoscopiques:

• Les endoscopies œso-gastro-duodénale ou colique :

Pratiquée en urgence au cours de tout saignement aigu digestif, l'endoscopie fait partie du

bilan systématique recherchant l'origine d 'un saignement occulte. Dans ce cas, une ulcération

de la muqueuse est alors souvent retrouvée, mais elle ne permet pas toujours de déterminer

l'origine de la tumeur surtout si son développement se produit vers l'extérieur de la paroi

digestive (83).
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• L'écho-endoscopie:

Cet examen précise la localisation intra-pariétale de la tumeur et sa taille (83). De plus, elle

permet de distinguer une tumeur sous muqueuse d'une compression extrinsèque (9). Enfin, elle

peut mettre en évidence l'existence d'une éventuelle infiltration des organes de voisinage. Des

métastases ganglionnaires, d'ailleurs rares, peuvent être également observées. Ces signes

indirects permettent d'évoquer la malignité de la lésion (83).

•:. Les examens d'imagerie:

• Les examens de radiologie:

Les tumeurs stromales sont peu accessibles à la radiologie sans préparation du fait du faible

contraste entre les différents tissus étudiés (121).

Les examens radiologiques du transit œso-gastro-duodénal, du grêle et le lavement baryté sont

intéressants en cas de lésions endoluminales. Cependant, ils ne permettent pas de différencier

les tumeurs de la paroi digestive, des compressions extrinsèques (83). Dans les cas

caractéristiques, une image lacunaire arrondie et régulière est retrouvée (9). Lorsque les

tumeurs ont un développement exoluminal, les opacifications digestives peuvent mettre en

évidence une ulcération de la muqueuse qui constitue alors le seul élément pathologique.

• L'échographie:

Cette technique est facilement réalisable et peu onéreuse. Mais l'intestin, le mésentère et la

région rétro-péritonéale ne sont pas toujours visibles à cause des ombres acoustiques

provoquées par les gaz intestinaux. Toutefois, l'échographie est très sensible pour la détection

des métastases hépatiques (121).

• L'exploration tomodensitométrique :

Elle est systématiquement réalisée avant et après injection intraveineuse d'un produit de

contraste triiodé , hydrosoluble, non ionique, de faible osmolalité (Iohexol ou Omnipaque").

Une opacification digestive par du sulfate de baryum (Micropaque") peut également être

réalisé vingt minutes avant le début de l'examen augmentant ainsi la sensibilité de cette

exploration (42).

Des calcifications ou des hémorragies intra-tumorales peuvent être recherchées avant toute

injection de produit de contraste grâce à leur caractère hyperdense spontané. La prise de
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contraste est souvent intense, après injection de produit de contraste, témoignant du caractère

hypervascularisé des tumeurs stromales (83).

Lorsqu'elles sont de petite taille, les lésions tumorales se caractérisent habituellement par un

rehaussement homogène du signal. A l'inverse, lorsque la tumeur est de plus grande taille, il est

fréquent d'observer des plages de nécrose intra-tumorale plus ou moins importantes, qui se

traduisent en tomodensitométrie par des zones hypodenses après injection de produit de

contraste. Pour des tumeurs très volumineuses, l'organe d'origine (tube digestif mésentère ... )

peut être difficile à repérer (83).

La tomodensitométrie est surtout intéressante pour les tumeurs stromale à développement
~p>

extra-Iuminal, souvent méconnues ou sous estimées par les explorations endoscopiques

digestives. Les lésions de petite taille peuvent, en revanche, passer inaperçues (121).

En définitive, l'exploration tomodensitométrique permet habituellement de préciser la taille de

la tumeur, ses contours, son aspect homogène ou non et enfin son extension aux organes de

voisinage.

Certains critères orientent vers une tumeur maligne (83) :

c> une taille supérieure à 5 cm,

c> une hétérogénéité de la lésion,

c> une extension aux organes de voisinage,

c:> la présence de métastases.

Cet examen ne se limite pas au diagnostic positif mais il permet également de réaliser un bilan

d'extension. Après une intervention chirurgicale, la tomodensitométrie est la meilleure

exploration pour le suivi à court et à moyen terme mais aussi pour diagnostiquer les récidives

éventuelles des tumeurs dont la malignité a été confmnée par l'examen anatomo-pathologique.

• L'imagerie par résonance magnétique:

Actuellement, l'imagerie par résonance magnétique n'est pas une exploration utilisée

systématiquement. Les différentes fréquences disponibles (en pondération Tl avec ou sans

saturation des graisses, en pondération T2 et après injection de gadolinium) permettent

toutefois une bonne caractérisation des lésions (121).

Son principal intérêt réside dans l'exploration dans les trois plans de l'espace ce qui permet de

découvrir à partir de quel organe la tumeur s'est développée. Cependant, l'imagerie par

résonance magnétique a toutefois perdu de son intérêt essentiel, le suivi de l'image en 3D,

depuis l'apparition de la tomodensitométrie multibarettes.
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.:. L'apport de l'examen histologique extemporané:

Malgré les explorations endoscopiques et radiologiques, le diagnostic différentiel avec un

carcinome ou un lymphome, est souvent difficile à établir voire impossible même à l'examen

macroscopique per-opératoire.

Le recours à l'examen extemporané est alors très utile pour guider le geste opératoire. Il

permet de différencier une tumeur mésenchymateuse, d'un lymphome ou d'un carcinome sans

toutefois pouvoir affirmer, avec certitude, le caractère malin et l'origine cellulaire de la lésion

(61).

1.2.1 .5. Les traitements des tumeurs stromales

.:. Le traitement chirurgical:

Le curage ganglionnaire n'étant pas systématique compte tenu de la faible incidence des

métastases ganglionnaires des tumeurs stromales malignes (26), le traitement curatif des

tumeurs stromales consiste en une exérèse complète de la lésion avec une marge de sécurité

suffisante soit par laparotomie, soit par voie cœlioscopique (9, 26, 61). La chirurgie ne peut

être que palliative pour des lésions malignes étendues aux organes de voisinage et difficilement

extirpables (26).

•:. Les autres traitements:

Des traitements adjuvants sont parfois entrepris pour les tumeurs stromales malignes. Ils ont

comme objectif de limiter la survenue des récidives locales et des métastases à distance (26) :

c> L'utilisation de la radiothérapie est limitée, par ses effets secondaires «toxiques» vis­

à-vis des structures digestives adjacentes. Selon certains auteurs (26), elle semble

toutefois bénéfique, pour réduire les récidives locales des tumeurs stromales rectales.

c> Quant à la chimiothérapie, elle ne semble pas efficace. En effet, dans la plupart des

essais réalisés, 75% des patients traités n'ont pas tiré d'avantages notables du traitement

(26).
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1.2.2. LES ASPECTS MACROSCOPIQUES, MICROSCOPIQUES ET

ULTRASTRUCTURAUX DES TUMEURS STROMALES:

1.2.2.1. L'étude macroscopique :

La taille des tumeurs stromales varie de 0,3 cm à plus de 30 cm de diamètre (118). Leur

surface est lisse ou bosselée, leur coloration, le plus souvent, blanc grisâtre (62). Ces tumeurs

sont , en général, bien circonscrites mais non encapsulées. La tranche de section est ferme ,

d'aspect fasciculé parfois ponctuée de plages de nécrose, d 'hémorragies ou de remaniements

kystiques (62 , 118).

1. 2.2. 2. Les caractéristiques microscopiques

.:. Les divers aspects cellulaires et architecturaux:

Trois types de cellules sont classiquement décrits dans les tumeurs stromales :

c> les cellules fusiformes ,

c> les cellules «épithélioïdes»,

c> l'association de cellules fusiformes et «épithélioïdes»,

D 'autres types cellulaires sont plus rarement observées: cellules «plasmocytoïdes», cellules en

«bague à chaton», cellules granuleuses, cellules multinucléées (118)

La disposition des cellules des tumeurs stromales est également très variable: fasciculaire,

storiforme, palissadique, diffuse ou en petits amas (l18). Des remaniements à type de nécrose,

d'hémorragies, de dégénérescence myxoïde ou de calcifications peuvent être observés dans ces

lésions.

• Les cellulesfusiformes:

Ce type cellulaire est découvert dans environ 75 % des tumeurs stromales (76). Les cellules

sont allongées, fusiformes parfois «dodues», pourvues d'un noyau central, arrondi ou allongé,

à bouts émoussés. La chromatine est fine, dispersée et le nucléole peu visible. Le cytoplasme

est éosinophile, peu abondant. Les cellules s'agencent en faisceaux entrecroisés, adoptant

parfois une disposition storiforme ou palissadique (118).
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• Les cellules «épithélioides» :

Environ 20 % des tumeurs stromales sont constituées de cellules «épithélioïdes» (76). Les

cellules sont rondes ou polygonales avec un cytoplasme abondant, éosinophile ou clair, à

limites nettes. Le noyau peut parfois être déplacé vers la périphérie par une vacuole claire

dépourvue d'affinité tinctoriale pour les graisses, le mucus et le glycogène. Cette vacuole

correspond à un artéfact due à la fixation formolée (118) . Les cellules s'agencent en lobules ou

en amas séparés par un fin stroma fibrovasculaire.

• L'association de cellulesfusiformes et «épithélioîdes» :

Cette association est découverte dans environ 4 à 6 % des tumeurs stromales : les cellules

fusiformes et «épithélioïdes» se disposent de façon variable. Le plus souvent, les faisceaux de

cellules fusiformes sont enchevêtrés avec des amas de cellules «épithélioïdes».

•:. Les caractères cytologiques de malignité:

Lorsqu'il s'agit d'une forme maligne, il existe en règle générale une nette augmentation de la

cellularité, des atypies cytonuc1éaires d'intensité variable et des mitoses. Parfois, seule une

augmentation de l'activité mitotique est observée. La malignité de la tumeur ne peut être alors

que fortement suspectée et seule l'évolution clinique permet, par la suite, de la confirmer.

1.2. 2.3 . Les aspects ultrastructuraux :

Dans une majorité de cas (environ 40 %) (76) , on observe des aspects de différenciation

musculaire lisse: des amas de microfilaments très fins, intracytoplasmiques, parfois réunis par

des plaques denses de type actine, des vésicules de pinocytose, un appareil de Golgi

proéminent , un réticulum endoplasmique granuleux dilaté et une membrane basale discontinue

ou continue (62, 118).

Dans quelques tumeurs à cellules fusiformes, les cellules peuvent avoir de longs prolongements

cytoplasmiques plus ou moins entremêlés évoquant des cellules de Schwann et des granules

intracytoplasmiques denses aux électrons (62, 76).

Dans un certain nombre de cas, les cellules sont indifférenciés rappelant les cellules

mésenchymateuses primitives (76).
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Les aspects ultrastructuraux des tumeurs stromales, malignes ou bénignes, suggèrent donc que

ces cellules tumorales possèdent une différenciation musculaire ou schwannienne incomplète

ou sont totalement indifférenciées(62).

1.2.3.LES CARACTERISTIQUES IMMUNOHISTOCHIMIQUES

1.2.3.1. Rappel des caractéristiques des principaux anticorps utilisés

pour le diagnostic des tumeurs stromales :

.:. Généralités:

Le profil immunohistochimique des tumeurs stromales a fait l'objet de nombreuses études.

Différents anticorps ont été utilisés pour tenter de déterminer les modalités de différenciation

de ces tumeurs (Tableau n01).

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'à l'inverse

ces deux types de marqueurs peuvent être parfois complètement 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.
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Tableau n? 1: Résumé de quelques études immunohistochimiques de tumeurs stromales

Etude - année (nombre de cas) Vim. HHF35 AML Des. PSI00 CD34 c-kit

Mazur et Clark - 1983 (28) (73) NE NE NE NE 4%* NE NE

Saul et al-1987 (46) (108) 100 % NE NE 50% 0% NE NE

Miettinen -1988 (29) (75) NE 67% NE 48% 41 % NE NE

Pike et al-1988 (20)(100) 95 % 80% NE 0% 5% NE NE

Ueyama et al-1992 (57) (128) 91 % 88% NE 32% 4% NE NE

Franquemont et al-1992 (46) (36) 98% 78% 74% 20% 13 % NE NE

Ma et al-1993 (82) (65) 96% 63% 39% 5% 2% NE NE

Mikllael et al -1994 (84) NE 72% NE NE NE 81 % NE

Monihan et al-1994 (87) (89) NE 92% 85 % NE 18 % 46% NE

Lee et al-1995 (55) (60) 89 % 25% NE 11 % 4% NE NE

Sarlomo-Rikala et al-1998 (85) (110) NE NE 25% NE 0% 57% 81 %

Kindblom et al 1998 - (78) (54) 100 % 0% 15 % 0% 0% 72% 100 %

Tazawa -1999 (58) (120) NE NE 41 % 9% 26% 78% 72%

Abréviations :

Vim. : vimentine
AML : actine musculaire lisse
NSE : neurone énolase spécifique
CD 34: antigène de la cellule
hématopoïétique
NE : non étudié

HHF35 : actine musculaire spécifique
Des. : desmine
PS100 : protéine SI 00

progénitrice *1128: positive intense et diffuse; 7/28: positivité
focale

.:. L'anticorps anti-vimentine :

La vimentine est une protéine de 52 Kd ressemblant à la desmine (10). Cette protéine est

considérée comme un marqueur non spécifique, habituellement découverte dans les cellules

dérivées du mésenchyme. Elle peut être exprimée par les cellules tumorales des carcinomes peu

différenciés (116), des mélanomes, des méningiomes, des schwannomes et des sarcomes, et

même de certains adénocarcinomes (rein, thyroïde, glandes salivaires, poumon, endomètre,

ovaire, estomac) (10) .

Les tumeurs stromales expriment dans 95 % des cas (de 89 à 100% selon les études) la

vimentine et dans 15 à 40 %, elle est le seul marqueur retrouvé (118).
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.:. L'anticorps anti CD 34 :

Le CD34 est un antigène de surface exprimé de façon sélective par les cellules souches du

système hématopoïétique humain, y compris les précurseurs des lignées myéloïde et lymphoïde.

Il est également exprimé par les cellules endothéliales (10).

L'expression du CD34 par les cellules des tumeurs stromales est constatée dans 46 à 81 % des

cas selon les séries. Cette expression est souvent associée à celle de la vimentine (118).

•:. Les marqueurs musculaires:

• L'anticorps anti actine musculaire lisse:

L'anticorps monoclonal anti actinemusculaire lisse reconnaît uniquement l'actine du muscle

lisse. Il ne marque ni les cellules du myocarde, ni celles du muscle strié. En revanche, il est

exprimé par les myofibroblastes, les cellules myo-épithéliales, les péricytes ainsi que par les

léiomyocytes bénins et malins (l0).

Son expression par les cellules des tumeurs stromales est très variable dans son intensité et

dans sa fréquence. Elle est parfois focale et constatée dans 15 % (54) à 85% des cas. (36, 76,

80, 89).

• L'anticorps HHF35:

L'anticorps HHF35 permet de mettre en évidence une protéine contractile retrouvée dans les

cellules des muscles lisse, strié et myocardique, ainsi que dans les cellules myo-épithéliales.

Certaines cellules endothéliales et la plupart des myofibroblastes peuvent être marqués

faiblement par cet anticorps (l0).

L'expression de l'HHF35 dans les cellules des tumeurs stromales semble très variable avec des

écarts énormes selon les études: 0% (54) à presque 100 % (89).

• L 'anticorps anti desmine :

La desmine est le filament intermédiaire des cellules des muscles lisse, myocardique et strié.

Dans ces cellules, il est présent sous forme de filaments homopolymériques composés d'unités

de 55Kd. Dans les cellules du muscle lisse, elle relie les corps denses cytoplasmiques aux

plaques denses des membranes cellulaires. Dans les cellules du muscle strié, les filaments de

desmine unissent les bandes Z et les plaques denses du sarcolemme du myocyte. La desmine

apparaît très tôt dans la différenciation du myoblaste. Elle n'est exprimée que par les cellules
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musculaires normales et par les cellules tumorales ayant une différenciation musculaire lisse ou

striée (10).

Comme les autres marqueurs musculaires précédemment cités , l'expression de la desmine par

les cellules des tumeurs stromales, est très variable: 0 % (54, 100) à 50 % des cas (108).

•:. L'anticorps anti protéine S100 :

La protéine SI 00 est une protéine soluble de faible poids moléculaire. Elle appartient à la

famille des protéines de transport comme la calmoduline et la troponine C. Initialement

considérée comme marqueur exclusif de la glie, il a été démontré, par la suite, que cette

protéine était présente dans de nombreuses catégories de cellules : les mélanocytes, les cellules

de Langerhans, les histiocytes, les chondrocytes, les lipocytes, les cellules musculaires striées et

cardiaques, les cellules de Schwann, les cellules épithéliales et myo-épithéliales du sein, les

cellules épithéliales des glandes salivaires et sudoripares (10).

Le marquage par l'anticorps anti protéine S100 est cytoplasmique, parfois nucléaire. Dans les

cellules des tumeurs stromales, cette protéine est exprimée de façon focale, parfois associée à

l'expression de marqueurs musculaires (60, 65, 73, 100, 108, 110, 118, 128).

•:. Les marqueurs neuro-endocrines :

• L'anticorps anti neurone énolase spécifique:

La neurone énolase spécifique est un isomère d'une enzyme protéolytique, la 2 phospho-D

glycérate hydrolase. Elle est constituée de 2 sous-unités yy présente à de fortes concentrations

au niveau des neurones et des cellules neuro-endocrines centrales et périphériques. Il existe

trois isoenzymes a, ~, y de l'énolase regroupées sous la forme de quatre isomères: œœ, ~~ , yy

et ay. Les cellules du foie et celles du muscle strié expriment respectivement les isoenzymes

œœ et ~~ tandis que les isoenzymes œœ, ay et yy sont présentes dans les cellules du cerveau.

L 'inconvénient majeur de cet anticorps est son manque de spécificité puisque de nombreuses

cellules non neurales et non neuro-endocrines peuvent être marquées en raison de la présence

de l'isomère ay de l'énolase (10, 106).

• L'anticorps anti synaptophysine :

La synaptophysine est une glycoprotéine membranaire de 38 Kd qui est présente dans les

vésicules présynaptiques des neurones et dans les petites vésicules claires des cellules neuro-
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endocrines normales et tumorales. Son expression est indépendante de celles des autres

marqueurs neuro-endocrines. Elle ne dépend pas non plus du contenu des cellules en grains de

sécrétion (l0, 106).

• Les anticorps anti chromogranines :

Les chromogranines constituent une famille de six protéines acides solubles qui font partie des

constituants de la matrice des grains de sécrétion de la plupart des cellules neuro-endocrines.

Les anticorps dirigés contre ces protéines sont des marqueurs très spécifiques des cellules

neuro-endocrines normales et tumorales. Cependant, le marquage dépend du contenu en

granules des cellules d'où un certain manque de sensibilité pour des tumeurs neuro-endocrines

très peu différenciées. De plus, la chromogranine A, bien que largement répandue, n'est pas

ubiquitaire et certaines cellules neuro-endocrines normales et tumorales en sont dépourvues

(106).

Le marquage avec les chromogranines est superposable à celui de la synaptophysine.

Ces trois marqueurs neuro-endocrines peuvent être exprimés isolément ou de façon

concomitante par les cellules des tumeurs stromales de type GANT.

1 .2.3. 2. Le récepteur c- kit :

Le récepteur c-kit est un récepteur de facteur de croissance appartenant à la classe III des

récepteurs tyrosine kinase (figure 0°3). D'autres récepteurs appartenant à ce groupe ont des

homologies structurales avec le c-kit : CSF-I-R (Colony Stimulating Factor 1 Receptor) et

PDGF-R A et B (Platelet Derived Growth Factor Receptor A et B).
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Figure n03 : Représentation schématique des quatre classes de récepteurs tyrosine kinase

(15)
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Le récepteur c-kit a été cloné (129) et séquencé chez l'homme (3). Le gène codant pour ce

récepteur est situé sur le chromosome 4 (136), en 4q11-q12 (25, 70). Il est connu sous une

autre dénomination (1, 15) : CD117

Les mutations de son gène sont à l'origine de nombreuses pathologies. Dans notre travail, nous

rechercherons l'expression par immunohistochimie du récepteur c-kit dans les cellules des

tumeurs stromales gastro-intestinales.

•:. Sa structure:

Le récepteur c-kit est constitué d'une seule chaîne polypeptidique transmembranaire de 145 Kd

comportant 976 acides aminés. La portion extra-cellulaire de 497 acides aminés possède cinq

domaines ayant une structure proche des immunoglobulines et comporte neuf sites potentiels

de N-glycosylations. Les deuxième et troisième boucles de ce domaine sont nécessaires à la

fixation du ligand, (kit ligand). Le domaine transmembranaire de 23 acides aminés est

hydrophobe. Le domaine intracytoplasmique tyrosine kinase est séparé en deux par un long

insert hydrophile de 77 acides aminés, hautement conservé dans de nombreuses espèces

(Figure n03) (15, 139).
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.:. Sa fonction et sa distribution

• dans les tissus normaux :

Le récepteur c-kit est normalement exprimé dans de nombreuses cellules.

Chez la souris, son expression est observée dans les mélanoblastes dès leur début de migration

à partir de la crête neurale. Elle persiste durant la vie embryonnaire et fœtale puis dans les

mélanocytes en période postnatale mais également chez l'adulte (14). Il en est de même dans

l'espèce humaine (49).

L'expression du récepteur c-kit a été rmse évidence, chez la souns, au rnveau des

spermatogonies et des ovogonies (14) ainsi qu'au niveau des ovocytes et de l'acrosome des

spermatocytes (107). Ce récepteur semble impliqué dans la différenciation et la maturation des

spermatogonies et des ovogonies ainsi que dans la constitution de l'acrosome (107). Chez

l'homme, la présence de c-kit est observée également dans les cellules de Leydig. Les cellules

de Sertoli et les cellules de la granulosa expriment le ligand du c-kit ce qui suggère un système

de régulation local entre les cellules interstitielles et les cellules sexuelles (117).

Teyssier-Le Discorde et collaborateurs ont décrit, par RT-PCR, des niveaux d'expression

variables du transcrit c-kit dans les cellules du sac vitellin humain et du tissu hépatique à

différents stades du développement embryonnaire; démontrant ainsi le rôle important du

récepteur c-kit dans les stades précoces de l'hématopoïèse humaine (122).

Le récepteur c-kit est exprimé par les mastocytes (8, 71), les cellules épithéliales mammaires

(23,92) et les cellules interstitielles de Cajal du tube digestif (51, 66). En effet, les souris chez

lesquelles ce récepteur est défectueux ne développent pas l'organisation en réseau des cellules

interstitielles de Cajal, ce qui a pour conséquence une absence de motilité gastro-intestinale -­

(51).

Quelques résultats retrouvés dans la littérature concernant l'expression du récepteur c-kit, mise

en évidence par des études immunohistochimiques sur des tissus normaux, sont rapportées ci­

dessous. Ces résultats sont très variables selon les épitopes étudiés et les techniques utilisées

(Tableau 0°2).
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Tableau n02 : Expression du récepteur c-kit par immunohistochimie
sur des tissus normaux

MATSUDA 1993 LAMMIE 1993 TSUURA 1994 ARBER 1998

(71) (56) (127) (8)
Œsophage - +/- - Non étudié

épithélium glandulaire

Estomac - - - +
cellules pariétales

Intestin grêle - - Non étudié -
Colon - - - -

Poumons - - - -

Cœur - - - Non étudié

Sein ++ +/++ +/++ +
épithélium canalaire cellules épithéliales cellules épithéliales épithélium canalaire

Foie Non étudié - - -

Pancréas - - - -
Vésicule Non étudié - - +/-
biliaire épithélium

Rein - - - +
tubules

Vessie Non étudié +/- - +/-
urothélium urothélium

Prostate Non étudié - - -

Testicule Non étudié + +/++ +/++
cellules de Leydig spermatocytes spermatocytes

Ovaires Non étudié + +/++ +/++
stroma cortical ovocytes ovocytes

Col utérin Non étudié - - Non étudié

Utérus Non étudié - - -
Thyroïde Non étudié +/- - +/-

follicules épithélium vésiculaire

Peau +/++ ++ +/++ +
mélanocytes , mélanocytes, glandes mélanocytes mélanocytes,

mastocytes sébacées mastocytes

Surrénales ++ - - Non étudié

cellules de la
médullaire

Thymus - - - Non étudié

Ganglion Non étudié - - -
lymphatique

Cerveau + +/- Non étudié Non étudié

cellules gliales cortex frontal,
hippocampe, cervelet

Légendes:

- : absence d'expression

++ : expression forte

+/- : expression faible et inconstante

+/++ : expression modérée à forte

+: expression modérée
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• Dans les tissus pathologiques:

Le récepteur c-kit est exprimé par :

c> les cellules naeviques intraépiderrniques alors qu'une diminution de son expression

est observée dans les cellules des mélanomes malins invasifs ; seulement 30 % des

lésions métastatiques expriment des taux détectables de ce récepteur (93, 119); ceci

démontre que l'expression du récepteur c-kit est diminuée dans les mélanocytes en voie

de transformation maligne (90, 93) ;

c> les cellules de séminomes testiculaires (8, 71, 127). En revanche, les cellules des

tumeurs non séminomateuses et en particulier les cellules des tumeurs germinales ne

l'expriment pas ;

c> les cellules des mastocytoses ;

c> les cellules épithéliales des tumeurs bénignes du sein alors qu'il est absent dans les

cellules des tumeurs malignes. Cette perte d'expression indiquerait un changement du

signal de transduction, en relation avec une transformation maligne de l'épithélium

mammaire (23) ;

c> certaines cellules des cancers pulmonaires: en particulier celles des carcinomes à

petites cellules (8, 71, 127). En revanche, il est absent dans les cellules du parenchyme

pulmonaire normal ;

c> les cellules des tumeurs stromales gastro-intestinales. Pour certains auteurs (54, 78,

80), ce récepteur serait un marqueur spécifique de cette variété de tumeur.

.:. Les mutations du gène c-kit et les pathologies associées (figure nOS):

Le gène c-kit est un proto-oncogène (139), homologue cellulaire d'une partie du gène viral

v-kit responsable du sarcome félin de Hardy-Zuckerman 4 (13).

• Perte defonction de la protéine C-kit :

Chez la souris, le locus W (cwhitc spotting») est le site du gène c-kit. L'allèle mutant W code

pour une protéine tronquée auquel manque le domaine transmembranaire, alors que l'allèle

mutant WV a un point de mutation dans le domaine tyrosine kinase. Ces deux mutations sont

responsables d'une forte diminution de l'activité tyrosine kinase. Le phénotype de ces souris se

caractérise par cinq anomalies liées à la perte de fonction de la protéine C-kit :

c> une anémie consécutive à une hypoproduction d'érythrocytes,

c> un pelage de couleur blanche dû à une déplétion en mélanocytes,

c> une stérilité résultant d'un manque d'ovocytes et de spermatocytes,



Première partie: Rappels des connaissances actuelles relatives aux tumeurs stromales gastro-intestinales- 55 ­

c> une diminution du nombre des mastocytes,

c> une diminution du nombre de cellules interstitielles de Cajal (55).

Les mutations germinales correspondantes chez l'homme sont responsable du piébaldisme

(40), pathologie autosomique dominante de pénétrance variable. Elle se caractérise par une

mèche de cheveux blancs, une absence de pigmentation de la partie médiane du front, des

sourcils et du menton, du thorax, de l'abdomen et des extrémités. Le liseré bordant les zones

dépigmentées est hyperperpigmenté. Une hétérochromie des iris est parfois retrouvée.

• Activation constitutionnelle de la protéine C-kit :

o La forme sporadique des tumeurs stromales gastro-intestinales :

Les mutations avec activation constitutionnelle de la protéine C-kit, retrouvées par Hirota (48)

dans les cellules de tumeurs stromales isolées, sont des mutations somatiques. Elles surviennent

le plus souvent entre le domaine transmembranaire et le domaine tyrosine kinase induisant des

protéines actives sans accrochage préalable du ligand (48) (figure n04).

Figure n04 : Mutations du récepteur C-kit dans les cellules des tumeurs stromales (48)

SP EC TM lM TKI KI TK2

NH2

GIST

COOH

Légendes:

SP: Signal peptidique ; EC: domaine extra-cellulaire ; TM: domaine transmembranaire; JM: domaine

juxtamembranaire ; TK1 et TK2 : domaines tyrosine kinase; KI : insert entre les domaines kinase.

o La forme familiale des tumeurs stromales gastro-intestinales:

Nishida a décrit en 1998 (94) une famille dont certains membres avaient de multiples tumeurs

stromales gastro-intestinales et, de façon exceptionnelle, une hyperpigmentation du périnée La

mutation de la protéine C-kit dans les cellules des tumeurs digestives se situait au niveau du

domaine juxtamembranaire. Elle était également retrouvée dans les leucocytes circulants de

certains patients. Cette mutation a été confirmée en transfectant chez la souris un c-DNA

démontrant ainsi que le récepteur c-kit était constitutionnellement activé.
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Deux autres études sans analyse moléculaire ont rapporté:

~ le cas d'une patiente porteuse de multiples tumeurs stromales associées à une

hyperpigmentation de la peau du périné (28) ;

~ une famille avec de multiples tumeurs stromales accompagnées d'une urticaire

pigmentosum ou d'une mastocytose systémique (69).

Le fait que le gène c-kit joue un rôle dans le développement des mastocytes et des mélanocytes

laisse penser que l'hyperpigmentation, l'urticaire pigmentosum et/ou la mastocytose

systémique entrent dans le cadre du syndrome familial des tumeurs stromales gastro­

intestinales (22).

o Les pathologies hématologiques:

Différentes mutations du gène c-kit ont été rapportées dans certaines pathologies

hématologiques :

~ dans une lignée cellulaire humaine de leucémie à mastocytes (37),

~ dans des mastocytoses systémiques (99),

~ dans des mastocytoses sporadiques de l'enfant (64),

~ dans une leucémie myéloïde aiguë de type M2 (12).

Figure nOS: Mutations du gène c-kit d'après CHAN J. (22)
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1.2.4. LES FORMES PARTICULIERES DE TUMEURS STROMALES :

1.2.4.1. Les tumeurs stromales avec des fibres skénoïdes ou tumeurs

conjonctives avec fibres en écheveau :

Cette entité fut décrite pour la première fois en 1992 par Min et collaborateurs (87). Ces

tumeurs stromales ont un certain nombre de caractéristiques permettant de les isoler.

•:. ". Les caractéristiques macroscopiques:

Habituellement , ces tumeurs , le plus souvent multiples, siègent au niveau du duodénum et du

jéjunum (47) , plus rarement dans l'estomac et le colon.

De petite taille (0,5 à 6 cm), elles ont un développement souvent intra-pariétal ou sous séreux.

A la coupe, elles sont fermes, d'aspect blanchâtre , homogène et fasciculé (11) .

•:. Les caractéristiques microscopiques:

• L'histologie et l'immunohistochimie:

Histologiquement, ces lésions sont constituées par une prolifération de cellules fusiformes,

monomorphes, agencées en faisceaux, sans mitoses, avec, dans certains cas, des atypies (87).

Parfois, les cellules sont d'aspect globuleux, «épithélioïde».

Le fait caractéristique est la présence d'amas de substance amorphe, essentiellement

extracellulaire, de taille variable, éosinophiles, appelés «fibres skénoïdes». Ces fibres sont

fortement colorées par le PAS, teintées en bleu par le trichome de Masson (47, 87).

Elles ne sont pas marquées par les anticorps dirigés contre le collagène de type IV ou VI ni par

l'anticorps anti laminine (87).

• L'ultrastructure :

En microscopie électronique , ces fibres skénoïdes correspondent à des amas intercellulaires de

filaments ayant une périodicité de 45 nm et dont l'agencement curviligne rappelle l'aspect des

écheveaux de :fils de laine. Leurs limites sont floues, leur diamètre variable. Quelques cellules

comportent des prolongements contenant des granules optiquement denses, de type

neurosécrétoire. Il n'y a pas de vésicule de pinocytose, de filament d'actine ou de plaques

denses que l'on rencontre dans les fibres musculaires lisses (86).
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.:. L'origines des fibres skénoïdes :

L'histogenèse de ces fibres est incertaine. Leur production par des cellules d'origine nerveuse

est suggérée par leur existence dans des tumeurs survenant au cours de la maladie de Von

Recklinghausen (88, 111) ou de tumeurs nerveuses extra-intestinales: schwannome

acoustique, neurofibrome pharyngé.

La distinction entre les tumeurs du système nerveux autonome gastro-intestinal (GANT) et les

tumeurs stromales à fibres skénoïdes n'est pas aussi aisée que certains auteurs l'imaginent. En

effet, ces fibres sont observées dans d'authentiques GANT d'évolution agressive (96, 112).

Pour d'autres, la présence de fibres skénoïdes serait caractéristique des tumeurs stromales de

l'intestin grêle de meilleur pronostic (47).

1.2.4.2. Les tumeurs stromales issues du système ner veux autonome

gastro- intestinal :

Les tumeurs stromales issues du système nerveux autonome gastro-intestinal ou GANT

représentent une variété de tumeurs stromales. Le premier cas fut rapporté en 1984, par

Herrera et collaborateurs (45) qu'ils dénommèrent «plexosarcoma» au vu de caractéristiques

ultrastructurales similaires à celles du système nerveux autonome gastro-intestinal normal:

prolongements cytoplasmiques complexes des cellules tumorales et granules denses aux

électrons (78).

En 1986, le terme de «Gastrointestinal Autonomie Nerve Tumor» ou GANT est utilisé par

Walker et collaborateurs (138) à la suite de l'observation, en microscopie électronique, dans

les cellules de ces tumeurs, d'une différenciation axonale avec des prolongements

cytoplasmiques et de petites vésiculesgranuleuses (78).

Ce type de tumeur peut survenir à tout âge avec un âge moyen d'environ 60 ans. Quelques

séries rapportent une prédominance masculine (35).

•:. Les caractéristiques macroscopiques:

Ces tumeurs peuvent naître sur toute la longueur du tube digestif avec toutefois une

localisation gastrique et jéjuno-iléale prédominante. Elles s'observent également dans le

mésentère et dans le tissu rétro-péritonéal (35, 78).
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La plupart des GANT sont de grande taille; la moitié mesure plus de 5 cm (11, 35). Ces

tumeurs sont bien limitées, entourées par une pseudo-capsule fibreuse. La tranche de section

est rose pâle avec des zones de nécrose hémorragique et de dégénérescence kystique (35).

•:. Les caractéristiques microscopiques:

• L'histologie:

Les GANT ne possèdent pas de caractères histologiques particuliers permettant de les

différencier des autres tumeurs stromales (118).

Elles sont constituées de cellules de taille moyenne, fusiformes ou «épithélioïdes», de

disposition fasciculée ou storiforme. Les noyaux sont ronds ou ovalaires avec des contours

discrètement irréguliers et de petits nucléoles. Les cytoplasmes éosinophiles apparaissent

parfois vacuolisés ou finement fibrillaires. L'activité mitotique est très variable, nulle ou

importante. Des aires de nécrose, d'hémorragies sont parfois observées ainsi que quelques

cellules géantes multinucléées. Un stroma grêle et richement vascularisé a été décrit dans

certaines tumeurs (35).

Deux aspects peuvent être observés après coloration de la réticuline :

c> un encorbellement de petits groupes de cellules tumorales,

c> un encorbellement de chaque cellule (35).

• L'immunohistochimie

Le phénotype immunohistochimique est variable. Les cellules tumorales sont constamment

marquées par les anticorps anti vimentine (35), anti c-kit (111). L'expression de la neurone

énolase spécifique est assez fréquemment retrouvée (112). Une positivité de la protéine S100,

de la synaptophysine, de la chromogranine, des neurofilaments, du Vasoactive Intestinal

Peptide (VIP) et du CD34 est découverte dans les cellules de quelques GANT. Dans ce cas, le

marquage est le plus souvent focal (35).

Les marqueurs musculaires (actine musculaire lisse, desmine, HHF35) peuvent être positifs

(35).

• L'ultrastructure:

Les GANT ne naissent pas d'un seul des constituants du système nerveux autonome mais

d'une combinaison de cellulesde Schwann et de cellules ganglionnaires (35).
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C'est l'examen en microscopie électronique qui met en évidence un certain nombre de

caractéristiques permettant de rattacher ces tumeurs à une origine nerveuse myentérique

(11,118) :

~ un enchevêtrement complexe de cellules fusiformes d'aspect neuronal avec de longs

prolongements cytoplasmiques évoquant des dendrites et des axones,

~ une richesse en organites intracytoplasmiques avec un réticulum endoplasmique

granuleux bien développé et un appareil de Golgi proéminent,

~ des structures évoquant des boutons synaptiques comportant de nombreuses

vésicules claires de 60 à 80 nm (46, 72),

~ une accumulation de grains denses de neurosécrétion de 100 à 300 nm de diamètre

contre la membrane cytoplasmique (46, 72),

~ des fibres skénoïdes fréquemment présentes (96, 112).

L'absence de critères ultrastructuraux en faveur d'une autre histogenèse , en particulier

musculaire, conforte le diagnostic.

Cependant, une étude récente (32) rapporte qu'il existe dans près de 30 % des tumeurs

stromales des aspects issus du système nerveux autonome et parfois une coexistence avec une

différenciation ultrastructurale musculaire.

•:. L'évolution clinique:

Les GANT ont une évolution plus péjorative que les autres tumeurs stromales (35). Elles ont

tendance à récidiver et à métastaser durant la première année suivant le diagnostic (35). Les

métastases restent toutefois localisées à l'étage abdominal: elles sont de siège hépatique,

épiploïque ou péritonéal.

1 .2.5. LES PRINCIPAUX DIAGNOSTICS DIFFERENTIELS

1.2.5.1. Le léiomyome digestif

.:. Les caractéristiques générales:

Dans le tube digestif les léiomyomes sont le plus fréquemment observés au ruveau de

l'œsophage, principalement à la jonction œso-gastrique où ils représentent le groupe

prédominant de tumeurs bénignes de substance conjonctive (62, 74, 76). Dans l'estomac, ils

siègent en majorité dans le cardia (62, 78). Le colon et le rectum sont rarement atteints (78).
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Ces lésions sont le plus souvent asymptomatiques, de découverte fortuite au cours d'une

endoscopie ou d'un examen radiologique pour une autre pathologie (62) et d'évolution

bénigne.

.:. Les caractéristiques macroscopiques:

La plupart des léiomyomes sont de petite taille. Cependant, ils peuvent atteindre, dans certains

cas, plusieurs dizaine centimètres de diamètre. Leur développement est intra-mural ou endo­

luminal réalisant un aspect polypoïde (62, 78).

Le plus fréquemment uniques, ces lésions peuvent être multiples. La tumeur est bien

circonscrite, fasciculée, de coloration rose ou blanche et de consistance ferme à la coupe (11,

62).

.:. Les caractéristiques microscopiques:

• L'histologie:

La structure histologique est tout à fait similaireà celle du léiomyome utérin (11). La lésion est

constituée de cellules musculaires lisses matures disposées en faisceaux. Ces cellules ont des

noyaux allongés, un cytoplasme éosinophile abondant mais sont de plus petite taille et de

disposition plus serrée que dans les léiomyomes utérins. Les figures de mitoses sont rares . Des

remaniements fibro-hyalins et des calcifications sont souvent observés (62).

• L'immunohistochimie :

Les cellules des léiomyomes expriment très fréquemment la desmine et l'actine (62, 78). En

revanche, elles ne sont pas marquées par les anticorps anti CD34 et anti c-kit (78).

1.2.5 .2. Le léiomyosarcome digestif

.:. Les caractéristiques générales:

Cette catégorie de sarcome touche des personnes jeunes à l'inverse des autres sarcomes

abdominaux et rétro-péritonéaux. La symptomatologie clinique n'est pas spécifique (masse

abdominale, douleurs, perte de poids, nausées, vomissements ...) (30).
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Ces tumeurs sont en général de mauvais pronostic (30% de survie à 5 ans) d'autant plus

qu'une chirurgie curatrice est souvent difficilement réalisable. Les récidives locales ainsi que

les métastases sont fréquentes (97).

•:. Les caractéristiques macroscopiques:

Ce sont, en général, des tumeurs de grande taille, souvent mal limitées, plurilobulées n'ayant

pas d'aspect macroscopique particulier si ce n'est qu'elles infiltrent souvent les organes de

voisinage (30, 97). A la coupe, elles sont fermes, d'aspect fasciculé, de couleur blanchâtre et

sont très fréquemment le siège de remaniements hémorragiques.

•:. Les caractéristiques microscopiques :

• L 'histologie :

La tumeur, très dense, est constituée de cellules se disposant en longs faisceaux qUI

s'entrecroisent et se coupent à angle droit. Elles ont un cytoplasme éosinophile abondant,

souvent fibrillaire, contenant parfois une vacuole encochant le noyau. Ce dernier en position

centrale a des extrémités arrondies «en bouts de cigare». Les noyaux peuvent être irréguliers,

pléomorphes, plurilobés, monstrueux et adopter une disposition palissadique pouvant poser un

problème de diagnostic différentiel avec un schwannome malin.

L'indice mitotique constitue le meilleur critère de malignité de ces tumeurs: 1 à 4 mitoses pour

10 champs à fort grossissement indiquent un potentiel malin; plus de 4 mitoses pour le même

nombre de champ signerait la malignité.

Quelques zones de hyalinisation focale, des plages myxoïdes, hémorragiques et des foyers de

nécrose sont fréquemment retrouvés (30, 97).

• Les colorations spéciales:

Le trichrome de Masson et l'hématoxyline acide phospho-tungstique mettent en évidence les

myofibrilles intracytoplasmiques. La coloration par le PAS révèle le glycogène du cytoplasme

(97).

• L'immunohistochimie :

La majorité des cellules de ces tumeurs expriment l'actine musculaire lisse et l'HHF35, plus

rarement la desmine (environ 50 % des cas des léiomyosarcomes des tissus mous). Quelques
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rares cas sont marqués par les anticorps anti cytokératine, anti EMA et anti protéine SI 00

(97).

• L'ultrastructure:

Des noyaux indentés, des filaments fms d'actine avec ou sans plaque dense et une néolame

basale continue ou fragmentée autour des cellules tumorales sont retrouvés (97).

1.2.5.3. Le schwannome digestif

.:. Les caractéristiques générales:

Le schwannome du tube digestif est une lésion rare (24, 109), se développant

préférentiellement dans l'estomac et l'intestin grêle (27). Il représente de 2 à 6 % des tumeurs

non épithéliales du tube digestif(35, 78) et touche plutôt les femmes d'âge moyen (35).

Ces tumeurs peuvent survenir chez des patients porteurs d'une maladie de Von

Recklinghausen (Neurofibromatose de type 1) (111), d'un syndrome de Gorlin (dysmorphie

marfanoïde, ganglioneuromatose, carcinome médullaire de la thyroïde et phéochromocytome)

(91) ou être associées à d'autres lésions telles que des adénomes multiples (27).

•:. Les caractères macroscopiques:

Macroscopiquement, les schwannomes ressemblent aux autres tumeurs non épithéliales du tube

digestif Situées dans la musculeuse, ces tumeurs mesurant de 0,5 à 9 cm de diamètre

apparaissent bien limitées, vaguement lobulées, de consistance ferme avec parfois des

remaniements kystiques (24).

•:. Les caractères microscopiques:

• L'histologie:

Ces tumeurs bien limitées, sont entourées en périphérie par des amas de lymphocytes ou des

follicules lymphoïdes (78). Le schwannome est constitué de cellules fusiformes s'arrangeant en

faisceaux courts avec des aspects de palissades et focalement des enroulements concentriques.

Elles ont un cytoplasme peu abondant, des limites floues et des noyaux en forme de bâtonnet.

Le pléomorphisme nucléaire est en général modéré et les figures de mitoses sont rares voire

absentes (78).
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L'aspect caractéristique du schwannome est parfois retrouvé avec des zones cellulaires (Antoni

A) et des aires myxoïdes (Antoni B). Les vaisseaux proéminents ont parfois des parois épaisses

et hyalinisées (78).

• L'immunohistochimie :

Les cellules tumorales expriment les marqueurs des cellules neuro-gliales: PS 100, leu 7,

protéine fibrillaire glial acide ou GFAP et le PGP9.5 (35, 78). Elles sont également marquées

par l'anticorps anti laminine, une glycoprotéine de la lame basale (62). L'immunoréactivité est

négative pour la desrnine, l'actine, le CD34 ainsi que pour le c-kit (78, 110). Les marqueurs

des cellules musculaires lisses (desmine, actine musculaire lisse et IllIF35) sont constamment

absents.

• L 'ultrastructure :

En microscopie électronique, les cellules tumorales ont les caractéristiques de la cellule de

Schwann normale (109) : prolongements cytoplasmiques intriqués, cellules bordées par une

néolame basale sans myofilaments, ni grains denses aux électrons de type neurosécrétoire.

1.2.6. LES FACTEURS PRONOSTIQUES DES TUMEURS

STROMALES:

A travers de nombreuses études morphologiques , un des objectifs des pathologistes est

d'évaluer au mieux l'évolutivité d'une tumeur stromale et de tenter d'apprécier son risque

. métastatique. Il n'est pas rare d'observer des tumeurs stromales, qui ne sont à l'évidence pas

histologiquement malignes mais qui s'accompagnent déjà de métastases au moment de leur

diagnostic ou au cours de leur évolution. Ultérieurement, pour mieux préciser le pronostic, des

signes cliniques et histologiques (l'âge du patient , la localisation tumorale, le stade clinique, la

taille tumorale, le pléomorphisme cellulaire, la nécrose tumorale, l'activité mitotique,

l'infiltration de la muqueuse.. .) ont donc été corrélés à l'évolution des malades.
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1. 2.6.1. Les facteurs cliniques :

.:. L'âge du patient:

Quelques cas de tumeurs stromales avec métastases ont été rapportés chez des enfants et des

adultes jeunes. Ces tumeurs avaient des signes d'agressivité peu évidents et ces patients ont eu

une survie plus longue que des patients plus âgés (98, 124). A l'inverse, des tumeurs avec

métastases survenant chez des patients âgés ont rapidement eu une évolution clinique

péjorative (60). Les tumeurs stromales avec métastases semblent donc avoir une évolution

péjorative plus rapide chez des patients âgés.

•:. La localisation tumorale:

Pour certains auteurs, les tumeurs stromales de localisation gastrique auraient un meilleur

pronostic que celles de l'intestin grêle le plus souvent malignes et à risque métastatique élevé

(58, 128). Pour d'autres, la localisation sur le tractus digestif n'influerait pas le pronostic (33).

•:. Le stade clinique:

Actuellement, aucun système reproductible n'existe permettant de déterminer le stade clinique

d'une tumeur stromale. Cependant, Shiu et collaborateurs (114) ont mis en évidence qu'une

infiltration des organes de voisinage au moment de l'exérèse chirurgicale était associée à un

comportement très agressif de la lésion avec la mort assez rapide du patient dans tous les cas.

D'autres études ont montré que des patients porteurs de tumeurs sans extension locale avaient

une survie plus longue que ceux dont les lésions étaient infiltrantes ou avaient déjà données des

métastases au moment du diagnostic initial (2, 74).

•:. La taille tumorale:

De nombreuses études ont démontré que la taille tumorale était un facteur pronostique pour les

tumeurs stromales. La valeur critique au delà de laquelle les tumeurs sont potentiellement

malignes varie entre 4 et 6 cm (4, 7,33, 36, 60, 65, 114, 118).
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1. 2.6.2. Les signes histologiques :

.:. Les atypies cellulaires:

Le pléomorphisme nucléaire est fréquemment observé dans les tumeurs stromales malignes. Il

correspond à une taille hétérogène et une forme irrégulière des noyaux. Il s'y associe une

augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique et une cellularité élevée (7, 118).

L'appréciation de ces critères reste cependant très subjective et variable selon les observateurs .

•:. L'activité mitotique:

Le compte des mitoses bien qu'imparfait, est souvent utilisé en anatomie pathologique pour le

«grading» des tumeurs. Pour les tumeurs stromales, il constitue un des critères prédictifs le

plus souvent rapporté dans la littérature. Le nombre de mitoses et le nombre de champs à

examiner est cependant variable selon les auteurs : pour certains il suffit de 1°champs au

grossissement 400 (76, 118), pour d'autres 50 champs au même grossissement sont nécessaires

(4, 54, 65, 80, 120, 128). Le seuil critique au delà duquel ces tumeurs sont considérées comme

malignes est, pour certains, de 2 mitoses pour 10 champs au grossissement 400 (76, 118), de 5

mitoses au même grossissement, pour d'autres (4, 54, 65, 80, 120, 128).

Le compte des mitoses semble être un des moins mauvais indicateurs pronostiques , il reste

néanmoins un critère imparfait et doit être corrélé à d'autres critères tels que la taille tumorale.

•:. La nécrose tumorale:

Les zones de nécrose tumorale sont considérées par certains auteurs (118) comme un

paramètres histologique de malignité des tumeurs stromales. Cependant, les remaniements

dégénératifs du collagène ne doivent pas être confondus avec de la nécrose, et seule la nécrose

tumorale doit être prise en considération (118). Toutefois, de volumineuses tumeurs stromales

bénignes peuvent être le siège de nécrose.

•:. L'infiltration de la muqueuse:

Pour certains auteurs, la présence d'une infiltration de la muqueuse sus-jacente à la tumeur

semble démontrer que la lésion est déjà ou sera probablement agressive et métastatique

(7,118).
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Plusieurs schémas à visée pronostique proposés dans la littérature sont détaillés dans les

tableaux suivants.

Tableau n03 : Facteurs pronostiques des tumeurs stromales
selon Lewin et collaborateurs (63)

Facteurs irrévocables de malignité • Invasion des organes de voisinage

• Métastases

Facteurs de haut risque de malignité • Taille tumorale> 5,5 cm dans l'estomac

• Taille tumorale> 4 cm dans l'intestin et le colon

• Mitoses> 5 pour 50 champs au grossissement x 400

• Nécrose tumorale

• Pléomorphisme nucléaire

• Cellularité importante

• Invasion de la muqueuse digestive ou des structures

vasculaires

• Cellules épithélioïdes

• Architecture alvéolaire

Tableau n04 : Facteurs pronostiques des tumeurs stromales
selon Amin et collaborateurs (4)

Bénignité • oà 5 mitoses / 50 champs au fort grossissement

• Taille s 5 cm

Potentiel malin incertain • 0 à 5 mitoses / 50 champs au fort grossissement

(Borderline) • Taille> 5 cm

Malignité • > 5 mitoses / 50 champs au fort grossissement

• quelle que soit la taille
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Tableau nOS: Facteurs pronostiques des tumeurs stromales
selon Suster * (118)

• Taille de la lésion> à 5 cm de diamètre

• Infiltration des structures adjacentes

• Présence de nécrose tumorale

• Augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique

• Nombre de mitoses> 1-5 pour 10 champs au fort grossissement

• Infiltration par la tumeur de la muqueuse

* La présence de deux de ces critères ou plus dans une même lésion indique un potentiel malin de la tumeur

A l'exception des facteurs cliniques irrévocables de malignité tels qu'un envahissement

manifeste des organes de voisinage ou la présence de métastases, un seul paramètre

histologique ne suffit pas à lui seul à déterminer la malignité d'une tumeur stromale. Les deux

critères majeurs à prendre en compte sont la taille tumorale et le nombre de mitoses (4, 63,

118).

Pour la plupart des auteurs, une taille tumorale supérieure à 5 cm est un critère péjoratif Par

contre, le nombre de mitoses et le nombre de champs à considérer varient suivant les auteurs.

La schéma pronostique proposé par Amin et collaborateurs est le plus couramment utilisé tant

dans les différentes séries de la littérature que dans la pratique diagnostique quotidienne. Nous

l'appliquerons par ailleurs dans notre étude personnelle.

La fiabilité de ces critères pour prédire l'agressivité d'une tumeur stromale est loin d'être

satisfaisante et ceci quelles que soient les combinaisons utilisées. Il n'est en effet pas rare

d' observer des tumeurs stromales gastro-intestinales qui ne sont pas à l'évidence

histologiquement malignes et qui s'accompagnent de métastases au moment de leur découverte

ou au cours de leur évolution (7, 118).

1.2.7. LES HYPOTHESES HISTOGENETIQUES

1.2.7.1. Rappels :

Dès l'introduction de la dernière classification de l'OMS des tumeurs des tissus mous (137), S.

Weiss reconnaissait qu'il est impossible de déterminer l'histogenèse d'une tumeur sur la simple

morphologie et propose de classer ces lésions en fonction du type cellulaire normal dont elles
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se rapprochent le plus, définissant ainsi un «lignage de différenciation» (11). Cependant, cette

classification comparative n'implique pas pour autant une filiation histogénétique (11).

Malgré tout, plusieurs hypothèses ont été avancées en ce qui concerne l'histogenèse des

tumeurs stromales gastro-intestinales :

r:? chaque type de tissu de substance conjonctive peut donner naissance à des tumeurs

bénignes ou malignes plus ou moins bien différenciées,

r:? une cellule mésenchymateuse indifférenciée voire embryonnaire, capable d'évoluer

vers un ou plusieurs types de différenciations phénotypiques homogènes ou

hétérogènes pourrait donner naissance à un type particulier de lésion (11).

En 1998, Kindblom et collaborateurs ont démontré que les tumeurs stromales gastro­

intestinales avaient de nombreuses similitudes morphologiques et immunohistochimiques avec

une population cellulaire particulière du tube digestif: les cellules interstitielles de Cajal. Ils ont

donc avancé l'hypothèse que ces tumeurs pourraient être issues d'une cellule souche se

différenciant par la suite vers le phénotype des cellules interstitielles de Cajal (54).

1.2.7.2. La cellule interstitielle de Cajal

.:. Généralités:

L'existence de cellules interstitielles spécifiquement connectées aux nerfs et aux cellules

musculaires lisses du tube digestif a été rapportée pour la première fois par Santiago Ramon y

Cajal, célèbre neuroanatomiste espagnol du XIXè siècle (16, 17). Ces cellules appelées par la

suite, Cellules Interstitielles de Cajal ou ICC, forment un type cellulaire particulier, ayant une

distribution caractéristique dans la paroi du tube digestif

Bien que décrite il y a plus de 100 ans, leur mise en évidence reste difficile, leur origine

embryologique incertaine, et leurs fonctions partiellement inconnues. La découverte du

récepteur c-kit associé à ce type cellulaire a permis de mieux étudier cette cellule, notamment

dans les tumeurs stromales.
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.:. La mise en évidence de la cellule interstitielle de Cajal:

• En microscopie optique:

Les principales colorations pour mettre en évidence les cellules interstitielles de Cajal sont

d'une part, le bleu de Méthylène, d'autre part, la méthode de Champy-Maillet et enfin, la

coloration par la carbocyanine lipophilique ou Dil.

o Le bleu de Méthylène

Le bleu de Méthylène, colorant vital, a été utilisé pour la première fois par Cajal afin de

visualiser le réseau que forme les ICC dans la paroi digestive. In vitro, certaines études ont

permis de démontrer que le processus de photoactivation de ce colorant altérait les ICC. Cette

altération cellulaire était responsable d'une disparition de l'activité ondulatoire lente du tube

digestif (123).

o La méthode de Champy-Maillet

La méthode de Champy-Maillet consiste à plonger un fragment de tissu de petite taille dans un

mélange de tétroxyde d'osmium et d'iodure de zinc (38). Ce mélange agit comme un fixateur

et un milieu d'inclusion. Sur les coupes, les cellules apparaissent alors en noir sur fond jaune

(38).

Très grossière, cette technique corrèle les données de la microscopie optique et celles de la

microscopie électronique à transmission (MET) grâce aux dépôts denses aux électrons induits

par le mélange. Elle permet de mettre en évidence les ICC et leurs relations avec les

terminaisons nerveuses. Les fibroblastes et les autres cellules ne sont pas marqués avec cette

méthode. Cependant, il convient de noter qu'une fixation par les aldéhydes des tissus abolit

complètement la sélectivité de cette technique (34).

o La carbocyanine lipophilique ou Di!

La molécule de 1,1'- dioctadecyl-3 ,3,3',3 '-tétraméthylindocarbocyanine perchlorate ou Dil est

une substance fluorescente, de faible toxicité, qui diffuse à travers les membranes cellulaires

(136). Elle permet de visualiser les ICC in vivo et sur des tissus fixés. Moins photosensible que

le bleu de Méthylène, elle autorise aussi des études électrophysiologiques de ces cellules (41).

La molécule de Di! peut être photo-oxydée et convertie en un produit de réaction, une

diaminobenzidine stable, dense aux électrons permettant une analyse ultrastructurale (136).
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• En immunohistochimie :

Deux anticorps sont essentiellement utilisés pour la mise en évidence de la cellule interstitielle

de Cajal: les anticorps anti c-kit et anti CD34.

o L'anticorps anti c-kit :

L'anticorps anti c-kit est actuellement très utilisé pour identifier les ICC sur des tissus frais

(41) ou fixés, chez différentes espèces animales mais également chez l'homme (48, 54, 110,

131). De nombreuse études ultrastructurales ont démontré que les cellules c-kit positives

étaient bien des ICC ; les fibroblastes et les cellules musculaires lisses étant c-kit négatives.

o L'anticorps anti CD34 :

Le CD 34 est un antigène, présent sur les cellules progénitrices hématopoïétiques. Récemment,

il a été rapporté comme étant également un marqueur des ICC (48, 54). Cependant, certaines

cellules CD34 positives ont été reconnues proches mais bien distinctes des ICC au niveau du

tube digestif humain normal (131). En fait, il semble que seule une petite proportion des ICC

soient CD34 positives (54).

• En microscopie électronique:

La microscopie électronique est encore à l'heure actuelle l'outil indispensable pour

l'identification formelle d'une ICC dans la paroi du tube digestif Un ensemble de

caractéristiques ultrastructurales permet de la définir et de la distinguer d'une cellule

musculaire lisse ou d'un fibroblaste (34).

L'ICC chez l'homme (34) a un corps cellulaire fusiforme, allongé et un noyau nuc1éolé, ovoïde

avec une chromatine condensée en périphérie. Le cytoplasme, relativement abondant, apparaît

comme une bande périnuc1éaire qui s'épaissit à l'origine des prolongements primaires. Deux à

cinq de ces prolongements, mesurant 100 um ou plus, donnent naissance à de nombreux

prolongements secondaires et tertiaires. Une lame basale présente mais souvent incomplète est

en contact fréquent avec l'élastine extra-cellulaire.

Les principales caractéristiques cytoplasmiques de cette cellule sont:

~ des mitochondries, de forme allongée, nombreuses, dispersées dans tout le

cytoplasme mais surtout accumulées à l'origine des prolongements primaires;

~ des paquets de filaments fins localisés en périphérie de la cellule, un réseau intriqué

de filaments intermédiaires comblant le corps et les prolongements cellulaires et de

nombreux microtubules ;
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c? de rares ribosomes libres et quelques citernes de réticulum endoplasmique

granuleux;

c? un riche système tridimensionnel d'interconnexions des citernes du réticulum

endoplasmique lisse;

c? de rares particules glycogéniques et quelques gouttelettes lipidiques et/ou de

lipofuschine ;

c? un nombre variable de vésicules de pinocytose .

•:. La distribution et la morphologie de la cellule interstitielle de Cajal au

niveau du tube digestif:

La distribution et la morphologie des ICC au niveau du tube digestif ont été respectivement

étudiées en immunohistochimie et en microscopie électronique (131).

• La distribution de la cellule interstitielle de Cajal:

Tout au long du tube digestif, les ICC sont localisées dans la région myentérique. Par les

nombreuses interconnexions de leurs prolongements cytoplasmiques, elles forment un réseau

dense autour des plexus d'Auerbach (131). En dehors de ces plexus, les ICC se répartissent de

façon variable en fonction de la région examinée.

Dans l'œsophage et l'estomac, on retrouve ce type de cellules dans les septa interlamellaires

des couches musculaires circulaire et longitudinale (131).

Au niveau de l'intestin grêle, les ICC sont observées dans la musculeuse circulaire mais pas

dans le muscle longitudinal. Par ailleurs, ces cellules sont essentiellement localisées près des

plexus musculaires profonds autour desquels elles s'organisent en un réseau moins dense que le

réseau des plexus d'Auerbach (131). Ces plexus sont placés sous une mince bande de 1 à 5

cellules à la partie la plus interne de la couche musculaire circulaire (105).

Au niveau du colon, les ICC se répartissent autour des plexus sous muqueux (Plexus de

Meissner). De nombreuses cellules sont également dispersées dans les deux couches

musculaires.

• Les variations ultrastructurales des cellules interstitielles de Cajal

selon leur localisation le long du tube digestif :

Quelques caractéristiques ultrastructurales de l'ICC à différents niveaux du tube digestif sont

détaillés dans le tableau suivant (Tableau n06).
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Tableau n06: Les principales variations ultrastructurales des cellules interstitielles de
Cajal selon leur localisation le long du tube digestif (34)

Les /CC intramusculaires Les /CC des plexus m ventériques
Œsophage Estomac Intestin grêle Colon Estomac Intestin grêle Colon

(fCC-CM) (fCC-CM) (fCC-DMP) (lCC-SMP)

REL* +++ +++ ++ +++ ++ ++ +
REG** - - - +/- +/- - +/-

Mitochondries ++ ++ ++ ++ ++ +++ +
Filaments fins + + + ++ + + +/-

Filaments ++ +++ + +/- +++ +++ +
intermédiaires

Vésicules de + + +++ ++ + + +
pinocytose

Lamina basale Discontinue Discontinue Discontinue Continue Discontinue Absente ou Absente ou
discontinue Discontinue

Légendes:
* Réticulum endoplasmique lisse
** Réticulum endoplasmique granuleux
- = absent ;
+/- = présence occasionnelle;
+ ,++, +++ = présence constante avec une richesse croissante.
ICC-CM : cellules interstitielles de Cajal du muscle circulaire
ICC-DMP: cellules interstitielles de Cajal des plexus musculaires profonds
ICC-SMP : cellules interstitielles de Cajal des plexus sous muqueux

.:. L'origine embryologique de la cellule interstitielle de Cajal:

• L'origine mésenchymateuse :

Cajal pensait que les ICC étaient de nature neuronale, car comme les neurones, ces cellules

pouvaient être colorées par le bleu de Méthylène ou être imprégnées par les colorations

argentiques. Mais, bien qu'ayant des caractéristiques communes avec les cellules dérivées de la

crête neurale (neurones et cellules ganglionnaires), les ICC sont vite apparues distinctes de

cette famille cellulaire par des aspects ultrastructuraux et immunohistochimiques très différents

(143).

Les études réalisées sur les chimères caille/poule ont confirmées cette hypothèse: Lecoin et

collaborateurs en 1996 (59) ont été les premiers à démontrer, que dans l'intestin de ces

oiseaux, les ICC ne provenaient pas de la crête neurale. Par la suite d'autres études , chez la

souris, sont parvenues à la même conclusion (125).

Par ailleurs, quelques études (59, 143) ont montré que les ICC pouvaient se développer, soit

sur des implants situés en dehors du tube digestif, soit dans un tube digestif dépourvu de

cellules dérivées de la crête neurale, parvenant ainsi à démontrer que les ICC provenaient des

cellules mésenchymateuses.
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• La cellule interstitielle de Cajal et la cellule musculaire lisse:

Dans le tube digestif de l'embryon et du nouveau né de la souris, l'étude des ARN messagers

du récepteur c-kit et de la chaîne lourde de la myosine du muscle lisse a permis de mettre en

évidence (125) :

c:? une co-expression des deux ARNm dans des cellules situées dans la couche

musculaire circulaire et dans la future couche musculaire longitudinale ;

c:? puis, une diminution de l'expression de l'ARNm du récepteur c-kit dans les cellules

musculaires de la couche circulaire et ensuite dans les cellules de la couche

longitudinale alors que les ARNm de la chaîne lourde de la myosine du muscle

demeuraient aux mêmes taux de détection ;

c:? tandis que les cellules destinées à devenir des ICC diminuaient l'expression de

l'ARNm de la chaîne lourde de la myosine du muscle lisse et continuaient leur

expression de l'ARNm du récepteur c-kit.

Par ailleurs, le blocage du récepteur c-kit par des anticorps spécifiques chez la souris fait

disparaître presque toutes les ICC. Cependant, aucun signe d'apoptose n'est mise en évidence.

Certaines cellules c-kit positives bloquées développent des aspects ultrastructuraux similaires

aux cellules musculaires lisses alors que d'autres restent à des stades indifférenciés (126).

Ces études permettent donc de suggérer que les ICC et les cellules musculaires lisses ont un

précurseur commun et qu'il existe une certaine «plasticité» entre ces deux types cellulaires.

•:. Les fonctions de la cellule interstitielle de Cajal:

Chez les souris mutantes W/Wv, le nombre des ICC est très diminué et leur organisation en

réseau est absent. En utilisant des microélectrodes, une différence de potentiel d'action a été

mis en évidence chez ces souris et chez des souris normales (figure n06) (51).

Figure n06 : Différence des potentiels d'action chez une souris normal et

chez une souris mutante W (51)
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Ces études électrophysiologiques ont permis de démontrer que l'absence d'ICC consécutive à

un défaut d'expression du gène c-kit, était associée à une disparition de l'activité ondulatoire

lente du tube digestif confirmant ainsi le rôle essentiel des ICC dans l'activité «pacemaker»

digestive.

Leur possible fonction de neurotransmission au rnveau du tube digestif a également été

rapportée à leurs nombreuses connexions avec les terminaisons nerveuses et les cellules

musculaires lisses mais également à la présence de nombreux récepteurs sur les ICC : récepteur

c-kit , récepteur de la tachykinine1r, récepteur à la somatostatine... (34, 132).

•:. La cellule interstitielle de Cajal lors de maladies gastro-intestinales:

Les ICC sont impliquées dans de nombreuses pathologies et en particulier dans les désordres

de la motilité gastro-intestinale (34). Nous rappellerons ici les connaissances actuelles de

quelques-unes d'entre elles.

• L'achalasie :

L'achalasie est caractérisée par une hypertonie du sphincter œsophagien inférieur et une

relaxation inadaptée de ce dernier après l'ingestion alimentaire. Elle peut être idiopathique ou

secondaire à un une maladie auto-immune systémique, à des manifestations paranéoplasiques.

Dans cette pathologie, on observe fréquemment, en microscopie optique et en électronique,

une absence ou une réduction importante des plexus nerveux ainsi qu 'une altération des ICC

au niveau du sphincter œsophagien inférieur (131) .

• La sténose hypertrophique du pylore de l'enfant:

Cette pathologie se caractérise par un allongement de la vidange gastrique consécutive à une

hypertrophie de la couche musculaire interne du pylore. Dans cette couche musculaire

hypertrophique, les ICC sont absentes. Ceci provoquerait des interférences avec la propagation

des ondes lentes ce qui entraînerait une incoordination antro-pylorique. Le lien entre l'absence

des ICC et l'hypertrophie musculaire lisse dans cette pathologie reste à élucider. (131).

• La pseudo-obstruction chronique intestinale:

La pseudo-obstruction chronique intestinale se caractérise par une constipation chronique

sévère et une dilatation intestinale segmentaire nécessitant parfois une nutrition parentérale

pendant des périodes plus ou moins longues (131).
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Dans cette pathologie grave, certaines auteurs rapportent une diminution des ICC (18, 52)

voire leur absence autour des plexus myentériques (18, 141). Cependant, le lien entre des ICC

défectueuses et cette pathologie est encore inconnu (131).

• La maladie de Hirschsprung :

La maladie de Hirschsprung se caractérise par une absence, dans la partie distale du tube

digestif, du système nerveux entérique intrinsèque. Ceci entraîne un SYndrome d'obstruction ou

une constipation sévère avec une absence d'activité ondulatoire lente dans les segments

aganglionnaires (131).

Certains auteurs rapportent que la densité des ICC est considérablement réduite sur les

segments aganglionnaires (140) et que leur organisation en réseau est interrompue (130) alors

que d'autres ne mettent pas en évidence de différence entre les sujets normaux et ceux atteints

de la maladie de Hirschsprung (50).

• Les malformations ano-rectales :

La constipation est fréquemment rencontré après une chirurgie réparatrice d'une malformation

ano-rectale (22, 131). Une étude a rapporté des anomalies de densité et de distribution des ICC

au niveau du colon chez des patients porteurs de malformations ano-rectales hautes,

contribuant à l'installation d'une constipation réfractaire (53).

1.2.8. SYNTHESE DES INFORMATIONS COLUGEES

En défmitive, les tumeurs stromales constituent le groupe le plus important des tumeurs gastro­

intestinales non épithéliales. Pouvant se développer sur toute la longueur du tube digestif, elles

se localisent préférentiellement dans la paroi gastrique. Leurs signes cliniques, peu spécifiques,

sont le plus souvent des manifestations hémorragiques. Fréquemment unique, de taille variable,

elles sont principalement constituées, histologiquement, soit de cellules fusiformes se disposant

en faisceaux, soit de cellules «épithélioïdes» agencées en amas. Leurs profils

immunohistochimiques sont variables. Les facteurs histopronostiques qui semblent

actuellement les plus fiables sont la taille de la tumeur et l'indice mitotique ; seuls quelques

signes cliniques tels que l'envahissement des organes de voisinage et/ou la présence de

métastases signent, avec certitude, la malignité de ces tumeurs dont l'évolution est parfois

surprenante. Leur traitement chirurgical consiste en une exérèse large. L'efficacité de la
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radiothérapie et de la chimiothérapie n'est pas encore démontrée pour les tumeurs stromales

malignes.

Récemment, des caractéristiques immunohistochimiques, en particulier avec l'anticorps anti c­

kit, et ultrastructurales communes aux cellules des tumeurs stromales et aux cellules

interstitielles de Cajal (1CC) ont été mis en évidence. L'origine mésenchymateuse de 1'1CC a

été confmnée ; une cellule mésenchymateuse primitive, indifférenciée donnerait naissance à

l'ICC et à la cellule musculaire lisse. Il existerait, par ailleurs, une certaine «plasticité» entre ces

deux types cellulaires. Sur ces différentes constations, l'hypothèse que les tumeurs stromales

dériveraient de la cellule mésenchymateuse indifférenciée donnant naissance en fonction de

signaux moléculaires variés à l'ICC ou à la cellule musculaire lisse, a été émise.

Le récepteur c-kit a été mis en évidence dans de nombreuses cellules normales ou

pathologiques mais les cellules des tumeurs stromales semblent l'exprimer de façon

préférentielle et des mutations du gène c-kit ont même été retrouvées dans ces tumeurs. Nous

avons donc Juger intéressant d'entreprendre une étude anatomo-clinique et

immunohistochimique à partir d'une série de 62 tumeurs stromales afin de savoir si le c-kit

peut être considéré comme un marqueur spécifique de ces tumeurs.
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2.1. MATERIEL ET METHODES:

2.1.1. MISE EN EVIDENCE IMMUNOHISTOCHIMIQUE DU

RECEPTEUR C-KIT :

En préambule à notre travail , nous avons tenté de définir les conditions les plus favorables à la

détection de cet antigène sur coupes de tissus fixées dans du formol. Ces essais ont porté, tout

d'abord, sur les modalités de réalisation du démasquage antigénique et sur les méthodes

d'amplification du signal. De façon à mieux localiser l'antigène dans la cellule, nous avons, de

plus, tenté de détecter ce dernier sur des coupes semi-fines de tissus inclus dans un plastique

hydrosoluble (Unicryl'Y) ou dans de l'alcool polyvinylique.

Les mises au point méthodologique ont été réalisées sur des coupes de fragments de paroi

digestive (colique ou grêle) prélevés le plus rapidement possible après la fin de l'intervention

chirurgicale et fixés dans du formol à 4% (m/v) dilué dans un tampon phosphate O,lM, pH 7,4.

Au niveau de cet organe, en effet, deux populations cellulaires sont constamment marquées par

cet anticorps, à savoir les mastocytes et les cellules interstitielles de Cajal (8, 56, 71, 127).

L'anticorps a également été testé sur de nombreux tissus normaux et quelques variétés de

tumeurs (séminome testiculaire, carcinome à petites cellules, etc .... )

2.1.1.1. Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel

au couple streptavidine-biotine et à une inversion de la fixation

formolée par hydrolyse à chaud dans un tampon citrate chauffé à

l'autocuiseur. Méthode de référence :

La composition des différents tampons, du diluant des anticorps primaires, des milieux de

montage, des différents substrats, etc.... utilisés pour cette étude immunohistochimique est

indiquée en annexes.

L'anticorps anti c-kit commercialisé par Dako (Référence A45ü2) est un anti-sérum préparé

chez le lapin par injections répétées d'un petit peptide long de 14 acides aminés localisé à la

partie C terminal (résidus .963 à 976) de la protéine (127) . Le peptide seul n'étant pas

immunogène est couplé à de la thyroglobuline de lapin. L 'anti-sérum est purifié par

chromatographie d'affinité.
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Cette technique immunohistochimique, employée en routine au laboratoire, se pratique de la

façon suivante:

Les coupes sont tout d'abord étalées sur des lames Superfrost" recouvertes d 'eau distillée

puis séchées à l'étuve à +37°C pendant deux heures. Elles sont ensuite déparaffinées dans trois

bains successifs de toluène, réhydratées par passage dans des bains d'alcool de concentration

décroissante et finalement immergées dans de l'eau distillée.

Un pré-traitement des coupes visant à inverser la fixation formolée est nécessaire. Les lames

sont rangées sur un support métallique et immergées dans deux litres de tampon citrate 1OmM,

pH 6,0, porté à ébullition dans une cocotte minute dont le couvercle a été refermé. Lorsque la

vapeur s'échappe par la soupape, un temps de 7 minutes est décompté ; l'autocuiseur restant

sur la source de chaleur pendant ce même temps.

Les lames sont ensuite immédiatement plongées, pendant une minute , dans de l'eau courante

pour les refroidir puis dans un tampon phosphate contenant du NaCI et du Tween, pH 7,6,

(tampon PBS-Tween).

Chaque image est encerclée par un :film de silicone (Dakopen'Y), afin de limiter l'écoulement

des solutions d'incubation, responsable d'un dessèchement des tissus.

Tous les rinçages sont réalisés à la pissette avec un tampon PBS- Tween.

L'anticorps anti c-kit , dilué au 1/300 dans un diluant d'anticorps, est déposé et incubé en

chambre humide à 4°C pendant une nuit.

Après rinçage , les coupes sont recouvertes, pendant une heure, en chambre humide, d'une

solution d'anticorps biotinylé anti IgG de lapin, préparé chez la chèvre (réactif Dako E432),

dilué au 1/200 ème dans du tampon PBS-Tween.

Après un nouveau rinçage, l'inhibition de l'activité peroxydasique endogène est réalisée par

l'incubation des coupes pendant 15 minutes dans une solution de peroxyde d'hydrogène

(H20 2) à 6% (v/v) dans de l'eau déminéralisée.

Après rinçage, les coupes sont incubées une heure à température ambiante dans une solution de

streptavidine peroxydase (réactifDako P 397) diluée au 1I200ème dans du tampon PBS-Tween.
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Après un nouveau rinçage, l'activité peroxydasique est enfin révélée par la technique classique

au tétrahydrochlorure de di-aminobenzidine (DAB Aldrich 26.189-0). Le milieu de révélation

est préparé en dissolvant successivement 6 mg de DAB, 200 ~L de «MR 50X peroxydase» et

15 ~L d'H20 2 à 6% (v/v) dans 10 ml d'un tampon PBS sans Tween, pH 7,6. La révélation est

contrôlée au microscope et arrêtée par immersion de la lame dans l'eau courante.

Les coupes sont contre-colorées à l'hématéine de Harris , diluée au 'li , pendant 45 secondes

puis rincées à l'eau courante et bleuies dans de l'eau ammoniaquée.

Après déshydratation dans l'éthanol et passage dans le toluène, les lamelles sont montées à

l'Eukitt™ (Labonord).

Dans certains cas, la révélation de l'activité peroxydasique a également été réalisée en utilisant

le 3-amino-9-éthylcarbazole -AEC, (Zymed) , qui donne lieu à un précipité plus fin que le

précipité de la DAB et dont la couleur rouge contraste bien avec le bleu des noyaux. La

technique est moins sensible que celle faisant appel à la DAB et impose un montage en milieu

non organique, à savoir une solution d'alcool polyvinylique à 13% (m/v) dans du Tris-HCI

0, lM; pH 8,5, sans déshydratation préalable.

2.1.1.2. Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel

au couple streptavidine-biotine. Réalisation de la technique sans

inversion préalable de la fixation formolée ou après tentative

d'hydrolyse à chaud dans un tampon chauffé au bain marie

.:. Absence de pré-traitement:

Après séchage à l'étuve à +37°C pendant deux heures, les coupes sont déparaffinées dans trois

bains successifs de toluène, réhydratées par passage dans des bains d'alcool de concentration

décroissante, puis dans de l'eau distillée.

Les lames sont ensuite immergées dans un tampon PBS-Tween, pH 7,6 . La suite de la méthode

est identique à ce qui a été décrit précédemment.
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.:. Inversion de la fixation formolée par un pré-traitement thermique au

bain marie:

Dans ce cas, l'inversion de la fixation formolée est réalisée dans un tampon citrate chauffé au

bain marie, à 72°C pendant une heure. Pour ce faire, après déparaffinage, les lames sont

immergées dans un coplin, contenant un tampon citrate 10 mM pH 6,0, coplin lui-même placé

dans un bain marie à 72°C pendant 1 h. Les lames sont ensuite refroidies à l'eau distillée (1

minute) puis plongées dans un tampon PBS-Tween, pH 7,6.

2.1 .1.3. Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel

au couple streptavidine-biotine. Réalisation de la technique après

démasquage antigénique à la trypsine :

Dans ce cas, l'étape de démasquage thermique est remplacée par une protéolyse ménagée de la

coupe. Pour ce faire, après déparaffinage et réhydratation, les coupes sont immergées dans une

solution de trypsine à 0,1% (m/v), 200 U FIP (Fédération intemationale)/g, dans de l'eau

distillée, pH 7,8, contenant 0,4% (m/v) de CaClz ; le reste de la technique demeurant inchangé.

2.1.1.4. Méthodes immunohistochimiques faisant appel à un système

d'amplification :

.:. Méthode faisant appel à l'amplification par le système Envision"

(DAKO) :

Pour essayer d'obtenir un signal plus intense que celui observé avec le montage classique

précédemment décrit, nous avons testé le système Envision" (figure n07) de Dako, réputé

amplifier le signal des réactions immunohistochimiques. Ce système est constitué par un

antisérum de chèvre anti IgG de lapin (réactif Dako E 4), sur lequel est greffé un squelette de

dextran hydrophile lui même porteur de nombreuses molécules de peroxydases. La synthèse de

ce composé, vecteur de molécules d'enzymes et d'anticorps secondaires, comporte plusieurs

étapes. La première consiste en une activation du dextran par le divinyle sulphone. Cette étape

est suivi par la conjugaison de molécules de peroxydase (50 à 500) sur la molécule de dextran.

Le conjugué obtenu est purifié par chromatographie d'exclusion. Dans une dernière étape, des

immunoglobulines anti-Igs de lapin (10 à 50) sont couplées au réactif précédent puis le

conjugué final est purifié. Toutes ces étapes s'effectueraient sans perte de l'activité enzymatique
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ou de l'avidité de l'anticorps pour l'antigène. Ce conjugué est utilisé comme anticorps

secondaire dans une technique en deux couches.

Figure n07 : Principe du système Envision" (Dako)

Antigène

Après incubation de l'anticorps primaire pendant la nuit, le système Envision" est déposé sur

les coupes soit pur pendant 30 min, soit dilué au ~ dans un tampon PBS-Tween pendant 1

heure. La révélation de l'activité peroxydasique est effectuée avec la méthode classique au

DAB ; le reste de la méthode étant inchangé.

•:. Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au

couple streptavidine-biotine avec amplification des réactions

immunologiques par dépôt catalytique de dérivés de tyramine aux sites

de la réaction:

• Principe et intérêt:

Mm d'essayer d'obtenir un signal plus intense, nous avons jugé intéressant de tester la

technique d'amplification à la tyramine, considérée, actuellement, comme la plus sensible des

techniques immunohistochimiques. Cette technique est parfois de mise en œuvre délicate. Elle

utilise la peroxydase, portée par un anticorps secondaire ou tertiaire ou la streptavidine pour

catalyser le dépôt de tyramine biotinylée au niveau des sites de la réaction

immunohistochimique. La réaction impliquerait non seulement une polymérisation des résidus

tyramine mais également le couplage covalent de ces derniers à des acides aminés (tyrosine,

tryptophane) présents dans les protéines situées au niveau du site de la réaction. Ce couplage

ferait appel à un mécanisme radiculaire.
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• Méthode:

Le déparaffinage des coupes et l'inversion de la fixation formolée est identique à ce qui a été

précédemment décrit page 80. Tous les rinçages sont également réalisés à la pissette avec un

tampon PBS-Tween.

Après rinçage, les coupes sont incubées pendant 20 minutes dans une solution d'albumine

bovine à 3% (m/v) non cristallisée dans un tampon PBS-Tween qui sera ensuite égouttée afin

d'éviter une dilution de l'anticorps primaire.

L'anticorps primaire anti c-kit dilué au 112000 dans un diluant d'anticorps est déposé sur les

coupes. L'incubation se fait en chambre humide à 4°C pendant une nuit.

Après rinçage, les coupes sont incubées pendant 30 minutes à température ambiante dans une

solution d'albumine bovine à 0,5% (m/v) dans un tampon PBS-Tween afin de fournir le dépôt

protéique nécessaire à la fixation de la tyramine activée aux sites de la réaction immunologique.

Les coupes sont ensuite égouttées afm d'éviter la dilution de l'anticorps secondaire.

Les coupes sont recouvertes, pendant 45 minutes en chambre humide, d'une solution

d'anticorps secondaire conjugué à de la biotine (chèvre anti-IgG de lapin, réactifDako E 432).

Cet anticorps secondaire est dilué au 1/200ème dans du tampon PBS-Tween.

Après rinçage, l'inhibition de l'activité peroxydasique endogène est réalisée par l'incubation

des coupes pendant 15 minutes dans une solution de peroxyde d'hydrogène (HzOz) à 6% (v/v)

dans de l'eau déminéralisée.

Après un nouveau rinçage, les coupes sont incubées 30 minutes à température ambiante dans

une solution de streptavidine peroxydase (réactif Dako P 397) diluée au 1I200ème dans un

tampon PBS-Tween.

Après rinçage, les coupes sont incubées pendant 10 mm dans une solution de tyramine

biotinylée diluée au 1/50ème dans un tampon TRIS HCI 200mM, pH 8,8 /IMIDAZOLE 1OmM

en présence de 5J.!L d'H20 2 à 6 % (v/v).
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.tLa tyramine biotinylée est synthétisée préalablement de la manière suivante :

5 mL d 'une solution 8,8 mM d'ester de succinimide de biotine (Pierce) dans du tampon

borate de sodium pH 8,0 sont mélangés à un volume équivalent d'une solution de tyramine ­

Hel (Sigma) 7, 4mM dans le même tampon.

Les esters de succinimide sont solubilisés dans un volume de 1 mL de diméthylformamide

anhydre avant la mise en solution dans du tampon borate. Les mélanges sont agités pendant

16 heures à l'obscurité, à température ambiante, lyophilisés et remis en solution dans 10mL

d'éthanol à 85%.

Après rinçage, les coupes sont incubées 30 minutes à température ambiante dans une solution

de streptavidine peroxydase (réactif Dako P 397) diluée au l!200ème dans du tampon PBS­

Tween.

Après un nouveau rinçage, l'activité peroxydasique est révélée par la technique classique au

DAB , suivie au microscope et arrêtée en plongeant les lames sous l'eau courante.

Les coupes sont contre-colorées à l'hématéine de Harris non alcoolisée, diluée au Yi, pendant

45 secondes puis rincées à l'eau courante et bleuies de l'eau ammoniaquée. Après

déshydratation dans l'éthanol et passage dans le toluène, les lamelles sont montées à l'Eukitt"

(Labo nord)

• Modifications de la technique de base:

Cl Etude de variations portant sur la durée de l'étape de polymérisation

et sur la concentration modifiée de la tyramine :

La longueur des polymères obtenues est très dépendante des conditions de la réaction. En

effet, une oxydation brutale conduit à la formation de dimères . En revanche, si cette oxydation

est plus lente , des polymères de longueur variées sont obtenus. C'est pourquoi nous avons testé

une durée de polymérisation plus longue tout en diminuant la concentration du substrat.

Les lames ont donc été incubées dans une solution de tyramine biotinylée diluée au 1/100ème

dans un tampon TRIS HC1200mM, pH 8,8 /IMIDAZOLE 1OmM en présence de 5J.lL d 'H20 2

à 6 % (v/v) , soit pendant 1 heure soit pendant 2 x 30 minutes avec entre les deux, un rinçage

au PBS-Tween. Le reste de la méthode est inchangé.
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o Modification de la concentration de l'albumine bovine avant

l'incubation de l'anticorps primaire:

Cette étape a pour but non seulement de limiter le bruit de fond par inhibition de l'accrochage

non spécifique des anticorps sur la coupe tissulaire mais également d'apporter les acides aminés

nécessaires à l'accrochage covalent des polymères au site de la réaction immunohistochimique.

Ces variations interviennent donc , non seulement, sur l'intensité du signal spécifique mais aussi

sur celle du bruit de fond. Les concentrations suivantes d'albumine bovine ont donc été

testées: 5 % , 2 % et 0 % ; le reste de la méthode étant inchangé.

u Rinçage au PBS-Tween chaud après polymérisation :

Certains auteurs (135) ayant récemment rapporté qu'une étape de rinçage des coupes par le

PBS- Tween chaud après incubation par la tyramide améliore le signal, sans perte de spécificité

mais avec une diminution significative du bruit de fond. Nous avons testé cette méthode en

effectuant un rinçage des coupes par le PBS-Tween chaud (95°C) pendant 1 à 2 mn après

incubation pendant 1 heure par la tyramide dilué au 1/1OOéme ; le reste de la méthode demeurant

inchangé.

2.1 .1.5. Mise en évidence de l'antigène c-kit sur coupes semi-fines.

Essais d'inclusion en Unicryl"1M ou en alcool polyvinylique :

La pratique de réactions immunohistochimiques sur coupes semi-fines permet l'obtention de

documents plus aisément analysables, en terme de localisation cellulaire et sub-cellulaire, tout

en ne modifiant que peu l'intensité du signal. Nous avons donc tenter d'adapter les techniques

immunohistochimiques à la détection du récepteur c-kit après inclusion de prélèvements

tissulaires fixés de façon habituelle dans un plastique hydrosoluble (Unicryl'Y) ou dans de

l'alcool polyvinylique .

•:. Inclusion des tissus en UnicrylTM:

Après une fixation de 16 heures , les prélèvements de petite taille (1 mm de coté) sont rincés

plusieurs fois pendant 5 minutes dans du PBS sans Tween. Ils sont, ensuite, déshydratées dans

des bains d'alcool de concentration croissante (alcool 70°, 90°, 96°,absolu) pendant 3 x 20 mn.

Les prélèvements sont pré-imprégnées de la façon suivante :

Q 2/3 alcool absolu et 1/3 Unicryl'Y : 2 heures

Q 1/3 alcool absolu et 2/3 Unicryl'è' : 2 heures
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c> Unicryl'Y 1 nuit (16 heures)

c> UnicrylP' 8 heures

c> UnicrylTM 1 nuit (16 heures)

L'inclusion des prélèvements est effectuée dans des capsules Beem" avec de I'Unicryl'Y frais.

La polymérisation est réalisée par les ultraviolets (2 x 8 watts). Pour ce faire, les échantillons

sont placés à 10 cm de la source lumineuse , en chambre froide à 4°C, pendant 5 jours.

Ils sont ensuite débitées à l'ultramicrotome au couteau de verre en coupes de 0,8 à 2 um

d'épaisseur, coupes qui sont recueillies à l'aiguille et étalées sur des lames Superfrost"

recouvertes d'eau distillée. Sur les coupes ainsi obtenues ont été testées, la méthode

immunohistochimique classique en trois couches sans pré-traitement ou avec pré-traitement en

cocotte minute dans un tampon citrate pendant 7 min. Les autres procédés expérimentés en

paraffine n'ont pas été testés sur les coupes de tissus inclus dans cette masse d'inclusion par

manque de matériel.

.:. Inclusion des tissus en alcool polyvinylique selon la technique de North

A.J. et Small V. (95) :

Les avantages de l'alcool polyvinylique par rapport à d'autres produits d'inclusion sont:

c> sa solubilité dans l'eau qui permet l'inclusion sans passage dans les solvants

orgamque,

~ la relative facilité de la préparation des échantillons et de la réalisation des coupes.

Le milieu d'inclusion peut enfin être éliminé aisément par immersion des coupes dans un

tampon. L'inconvénient de la méthode tient principalement dans la longueur de la procédure

d'inclusion.

Les prélèvements de petite taille, fixés pendant 16 heures puis rincés au PBS (3 fois 5 minutes),

sont placés, sous agitation continue, dans une solution d'alcool polyvinylique à 20% dans l'eau

pendant 3 heures. Ils sont ensuite déposés dans une boîte de Pétri de 35 mm de diamètre et

recouvert d'une fine couche de PVA. Cette couche doit être fine (2 à 3 mm) de façon à éviter

la formation de bulles pendant le durcissement. Ce dernier est réalisé à température ambiante

ou à l'étuve à 37°C. La première couche, une fois durcie, est recouverte d'une petite quantité

de solution d'alcool polyvinylique qui est mise à polymériser. Le processus est répété plusieurs

fois jusqu'à obtention du résultat souhaité en terme d'épaisseur du bloc et de dureté de la masse

d'inclusion. Trois semaines sont, en règle générale, nécessaires. Au terme de l'inclusion, les

prélèvements sont débités à l'ultramicrotome au couteau de verre ou de diamant en coupes de
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0,6 à 0,7 um d'épaisseur. Les coupes sont récupérées à l'aiguille et étalées sur une goutte de

méthanol pur déposée sur des lames Superfrost''". Sur les coupes ainsi obtenues ont été testées

la méthode classique en trois couches avec une inversion par hydrolyse à chaud (autocuiseur)

de la fixation formolée ainsi que la méthode d'amplification à la tyramine modifiée.

2.1.1.6 : Méthodes immunohistochimiques appliquées à notre série:

Au vu de tous ces essais, tous les cas de notre série ont bénéficié de la méthode de référence :

méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au couple streptavidine-biotine et

à une inversion de la fixation formolée par hydrolyse à chaud dans un tampon citrate chauffé à

l'autocuiseur. L'application de cette méthode nous a permis de comparer nos résultats à ceux

de la littérature.

Puis devant le grand nombre de cas négatifs avec certains anticorps (actine musculaire lisse,

desmine, HHF35, PSIOO), nous avons appliqué la méthode immunohistochimique en trois

couches faisant appel au couple streptavidine-biotine avec amplification des réactions

immunologiques par dépôt catalytique de dérivés de tyramine aux sites de la réaction. Cette

méthode, actuellement la plus sensible a été précédé par une inversion de la fixation au bain

marie afin de préserver au maximum les sites antigéniques et la morphologie tissulaire.

Les autres procédés expérimentés n'ont pas été testés sur les cas de notre série par manque de

matériel. La réalisation de coupes semi-fines n'a pas été réalisé, les blocs de tissus étant inclus

en paraffine.
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2.1.2. L'ETUDE DES OBSERVATIONS PERSONNELLES

2.1.2.1. Le groupe étudié:

:'Le groupe est constitué des patients atteints de tumeurs gastro-intestinales non épithéliales

examinées dans le service d'Anatomie et de Cytologie Pathologiques (Messieurs les

Professeurs Floquet et Plénat) du CHU de Brabois à Nancy entre 1983 et 2000. Les tumeurs

d'origine fibroblastique, vasculaire, adipeuse ont été exclues et seules les pièces d'exérèse

chirurgicales ont été retenues.

Au total, 62 patients ont été inclus dans notre étude. Parmi eux, 59 ont été opérés dans le

service de chirurgie C (Monsieur le Professeur Boissei) du CHU de Brabois à Nancy. Un cas

zprovcnait de l'Hôpital Général Jean Monnet à Epinal, un autre cas de la Clinique de Saint Dié,

"le dernier cas a été recueilli à l'occasion d'un prélèvement multi-organes.

2.1.2.2. ~éthodes

.:. Le recueil des données cliniques:

Le dossier clinique de chaque patient a été réétudié et pour chaque cas, ont été répertoriés

(Tableau n010) :

~ le sexe et l'âge au moment du diagnostic,

~ les symptômes ayant permis la découverte de la tumeur,

~ la localisation digestive de la tumeur et sa taille,

~ la date et la nature du traitement chirurgicaL

Pour l'ensemble des patients, les renseignements concernant l'évolution clinique des lésions ont

été recherchés. Nous avons, de plus, tenu compte des éventuelles récidives et de l'apparition

de métastases, de la survenue du décès lié ou non à la pathologie digestive. Pour chiffrer

l'évolution, la date du décès ou celle des dernières nouvelles du patient ont été retenues.

(Tableau n010)

.:. L'étude macroscopique:

Les pièces opératoires sont parvenues au laboratoire d'Anatomie Pathologique à l'état frais

dans -un délai allant de quelques minutes à quelques heures. Après réalisation des différentes
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mesures, les pièces sont fixées en totalité. Une partie des prélèvements réalisés de 1983 à 1995

soit 38 cas a été fixé dans du liquide de Bouin alcoolique. Le reste des prélèvements effectués

pendant cette période (3 cas) et les prélèvements réalisés par la suite c'est à dire entre 1996 et

2000 (22 cas), soit 25 cas au total, ont quant à eux été fixés dans du formol à 4% (m/v) dilué

dans un tampon phosphate O,lM, pH 7,4. Dans 35 cas, plusieurs fragments de la tumeur ont

été prélevés pour une étude ultrastructurale et fixés dans du glutaraldhéhyde à 2,5 % préparé à

partir d'une solution mère EM Grade (TAABTM) à 25% diluée dans un tampon Cacodylate

O,lM, pH 7,2 .

•:. L'étude histologique:

Après une fixation de 16 heures, un échantillonnage de la lésion a été réalisé : prélèvements

étagés environ tous les centimètres, des zones de couleur variable et au niveau des limites

d'exérèse chirurgicales repérées par de l'encre de Chine. Ils ont été ensuite inclus dans de la

paraffine dans un automate de type V.I.P. (Tissue-TekP"), puis débités en coupes de 5 um

d'épaisseur qui sont ensuite étalées soit sur des lames ordinaires recouvertes d'eau

albumineuse, soit sur des lames Superfrost" recouvertes d'eau distillée. Après séchage à

l'étuve à +37°C pendant deux heures, les coupes ont été déparaffinées dans trois bains

successifs de toluène, hydratées par passage dans des bains d'alcool de concentration

décroissante, puis dans de l'eau courante et enfin colorées à l'H.E.S. (Hématéine-Eosine­

Safran) avant le montage de la lamelle à I'Eukitt" (Labonord).

Les 62 tumeurs ont fait l'objet d'une relecture. Pour chaque cas, ont été répertorié: (Tableau

n011)

c> l'existence ou non de foyers de nécrose;

c> le type cellulaire prédominant : fusiforme, épithélioïde, association de ces deux types

cellulaires ;

c> le pléiomorphisme nucléaire : estimé absent, faible, modéré ou important ;

c> le compte mitotique évalué sur 50 champs au grossissement 400 (F.G.).

Les mitoses ont été comptées dans les zones les plus mitotiques, les plus cellulaires

situées à distance des foyers de nécrose et d'ulcération. Les figures douteuses de

mitoses et les images d'apoptose n'ont pas été retenues.
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Les 62 tumeurs ont été ensuite classées histologiquement en trois groupes selon les critères

d'Amin et collaborateurs (Tableau n04, paragraphe 1.2.6.2.)

.:. L'étude de la différenciation des cellules des tumeurs stromales gastro­

intestinales:

• L'étude immunohistochimique :

Neuf anticorps dont les caractéristiques sont détaillés ci-dessous (Tableau 0°7) ont été testés

pour chaque cas.

Tableau 0°7 : Les caractéristiques des anticorps utilisés dans notre étude

Anticorps Monoclonal Référence du Dilution Prétraitement
primaires Polyclonal produit
Desmine M Dako 1/200 C.M. 7 minutes

AML M Dako 11400 C.M. 7 minutes
HHF35 M Dako 1/1500

Vimentine M Dako 11200 C.M. 7 minutes
CD34 M Immunotech 1/1000 C.M. 7 minutes
PSI00 P Dako 111600
NSE M Dako 111600 C.M. 7 minutes
CGA P Dako 112000
c-kit P Dako 11300 C.M. 7 minutes

Abréviations :
AML: actine musculaire lisse HHF35 : actine musculaire
NSE : neurone énolase spécifique CGA : chromogranine A
MlP : MonoclonallPolyclonal CM : Cocotte minute
- : Pas de pré-traitement

o Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au

couple streptavidine-biotine :

La méthode décrite au paragraphe 2.1.1.1. est appliquée.

Pour certains anticorps, un prétraitement des coupes, à la cocotte minute, visant à inverser la

fixation a été nécessaire.

Les anticorps primaires dilués dans un diluant d'anticorps sont déposés aux concentrations

citées dans le tableau 0°7 et incubés en chambre humide à 4°C pendant une nuit.

Après rinçage, les coupes sont recouvertes, pendant une heure en chambre humide, d'une

solution d'anticorps secondaire conjugué à la biotine (chèvre anti-IgG de souris, réactif Dako

E 433 pour les anticorps monoclonaux et chèvre anti-IgG de lapin, réactifDako E 432 pour les

anticorps polyclonaux). Ces anticorps secondaires sont dilués au 1I200ème dans du tampon

PBS-Tween.
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L'activité peroxydasique est révélée par la technique classique au DAB qui est déposé sur les

coupes pendant 10 min et arrêté en plongeant les lames dans l'eau courante.

o Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au

couple streptavidine-biotine avec amplification des réactions

immunologiques par dépôt catalytique de dérivés de tyramine aux

sites de réaction :

Devant des résultats négatifs pour certains anticorps dirigés contre les cellules musculaires

lisses (AML, HHF35 et Desmine) ou nerveuses (P8100), nous avons jugé intéressant de tester

la technique d'amplification à la tyramine afin de tenter de mettre en évidence une

différenciation musculaire ou nerveuse qui n'aurait pas été révélée par la méthode en trois

couches faisant appel au couple streptavidine-biotine.

La méthode utilisée est celle décrite au paragraphe 2.1.1.2. La fixation des tissus a été

inversée par un pré-traitement thermique au bain marie à 72° pendant 1 heure.

Les anticorps primaires dilués dans un diluant d'anticorps sont déposés aux concentrations

respectives de 113200 pour l'anticorps anti actine musculaire lisse, 1/7500 pour l'HHF35,

111000 pour l'anticorps anti desmine et 1/9600 pour l'anticorps anti PSIOO. L'incubation se

fait en chambre humide à 4°C pendant une nuit.

Les coupes sont recouvertes, pendant 45 minutes en chambre humide , d 'une solution

d'anticorps secondaire conjugué à la biotine (chèvre anti-IgG de souris, réactif Dako E 433

pour les anticorps monoclonaux et chèvre anti-IgG de lapin, réactif Dako E 432 pour les

anticorps polyclonaux). Ces anticorps secondaires sont dilués au 1I200ème dans du tampon

PBS-Tween.

L'activité peroxydasique est révélée par la technique classique au DAB et arrêtée en plongeant

les lames sous l'eau courante.

• L'expression des résultats:

En fonction du nombre de cellules marquées, le résultat est exprimé de manière serm­

quantitative :

~ + : moins de 25% de cellules marquées

~ ++ : 25 à 75 % de cellules marquées

~ +++ : plus de 75 % de cellules marquées.

Le caractère focal du marquage est également pris en compte .
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.:. L'étude ultrastructurale :

Elle a été réalisée dans 35 de nos cas àla recherche d'une éventuelle différenciation musculaire

lisse ou nerveuse des cellules tumorales.

2.2. RESULTATS:

2.2.1. MISE EN EVIDENCE IMMUNOHISTOCHIMIQUE DU

RECEPTEUR C-KIT :

2.2.1.1. Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel

au couple streptavidine peroxydase-biotine :

Au niveau de l'intestin, cette méthode, appliquée sans inversion de la fixation formolée ne

donne lieu à aucun signal. Après hydrolyse à chaud des liaisons méthyléniques, par immersion

des lames dans un tampon citrate porté à ébullition dans un autocuiseur, les mastocytes et les

cellules interstitielles de Cajal sont colorés. Le signal, strictement localisé au niveau des

membranes plasmique, est de bonne intensité, aisément analysable. Lorsque l'inversion de la

fixation est pratiquée au bain marie dans les conditions précisées ci-dessus, l'intensité du signal

est amélioré, cette positivité s'accompagnant, de plus, d'une réduction du bruit de fond et d'une

meilleure conservation des structures cellulaires et tissulaires. En revanche, une protéolyse

trypsique ménagée réalisée avant l'application des anticorps se révèle sans effet, la technique

immunohistochimique dans ce cas, ne donnant lieu à aucun signal.

Après inversion de la fixation formolée .par hydrolyse, l'application de cette méthode à

différents tissus sains, permet de démontrer que l'anti-sérum utilisé reconnaît non seulement les

cellules interstitielles de Cajal et les mastocytes intestinaux, mais également les mastocytes

cutanés, les mélanocytes, les ovocytes, et les spermatocytes (Planche photographique n02 ,

photos A - B - C - D - E - F). L'anticorps reconnaît également les mastocytes tumoraux, les

cellules tumorales de tumeurs séminomateuses et de carcinome à petites cellules, au moins

dans les cas étudiés (Planche photographique n03 , photos B - C - D ).
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2.2.1.2. Méthodes immunohistochimiques faisant appel à un procédé

d'amplification:

Le procédé d'amplification faisant appel au système Envision™ (Dako) ne donne lieu à aucun

signal quel que soit le pré-traitement des coupes réalisé. En revanche, l'utilisation du système

faisant appel à la polymérisation radicalaire de dérivés de la tyramine, permet l'obtention d'une

amplification significative du signal. Les différents paramètres intervenant dans la qualité du

signal et l'intensité du bruit de fond ont été adaptés de façon à obtenir une qualité optimale.

Cette dernière est obtenue avec une durée de polymérisation d'une heure lorsque la tyramine

biotinylée est diluée au 1/100 et que la concentration albuminique au début de la technique est

de 3% rn/v . Aucune différence significative n'a été observée lors des polymérisation d'une

heure , lorsque le milieu réactionnel est changé à la 30ème minute. Le passage des coupes dans

du PBS -Tween chaud, après l'étape de la polymérisation de la tyramine, améliore discrètement

le bruit de fond sans améliorer l'intensité du signal voire en l'abolissant parfois. Quelles que

soient les modifications apportées à la technique, nous n'avons pas pu éliminer totalement le

bruit de fond (Planche photographique n04 , photos A - B).

2. 2.1 .3. Inclusion des tissus en Unicryl"1M ou en alcool polyvinylique :

Après inclusion des tissus en Unicryl'Y, une étude immunohistochimique en trois couches, non

amplifiée, faisant appel au couple streptavidine peroxydaselbiotine avec ou sans inversion de la

fixation formolée à la cocotte minute n'a pas permis l'obtention de signaux sur les multiples

prélèvements analysés.

En revanche, cette méthode immunohistochimique a donné des résultats positifs sur les coupes

semi-fines de tissus inclus dans l'alcool polyvinylique. En dépit de la finesse des coupes,

l'intensité du signal est de bonne qualité. L'intérêt de la méthode réside dans une meilleure

résolution (Planche photographique n04 , photos C - D).



Planche photographique n02 :
Mise en évidence par technique immunohistochimique

(méthode en trois couches faisant appel au couple streptavidine - biotine)
du récepteur c-kit sur quelques tissus normaux

A : Cellules interstitielles de Cajal (x400)
B : Mastocytes de la muqueuse digestive (x400)
C : Mastocytes et mélanocytes (x200)
D : Mastocytes cutanés (x400)
E : Ovocytes (x400)
F : Spermatocytes (x400)



Planche photographique n03 :
Mise en évidence par technique immunohistochimique

(méthode en trois couches faisant appel au couple streptavidine - biotine)
du récepteur c-kit sur quelques tissus pathologiques

A : Hyperplasie des cellules interstitielles de Cajal (x200)

B : Mastocytose cutanée (x400)

C: Carcinome à petites cellules du poumon (x200)

D : Séminome testiculaire (x400)



Planche photographique n04 :
Mise en évidence par techniques immunohistochimiques du récepteur c-kit

A : Mise en évidence de cellules interstitielles de Cajal par méthode immunohistochimique utilisant une
amplification par la tyramine biotinylée après inversion de lafixation formolée par hydrolyse à chaud dans
un bain marie (x400)

B : Mise en évidence de mastocytes digestifs par méthode immunohistochimique utilisant une amplification
par la tyramine biotinylée après inversion de lafixation formolée par hydrolyse à chaud dans un bain marie
(x400)

C : Mise en évidence de cellules interstitielles de Cajal par méthode immunohistochimique en trois couches
faisant appel au couple streptavidive-biotine sur coupes semi-fines (tissu inclus en alcool polyvinylique)
(x400)

D : Mise en évidence de mastocytes digestifs par méthode immunohistochimique en trois couches faisant
appel au couple streptavidive-biotine sur coupes semi-fines (tissu inclus en alcool polyvinylique) (x200)

E : Détail d'un mastocyte (x400)
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2.2.2. L'ETUDE DES OBSERVATIONS PERSONNELLES

2.2.2.1 Les caractéristiques cliniques

Notre série de 62 tumeurs stromales comportent 35 hommes et 27 femmes soit un sex ratio de

1,3 : 1.

L'âge moyen au moment du diagnostic est de 65 ans. Le patient le plus jeune a 17 ans

(observation n033) et le plus âgé 88 ans (observation n05).

La moyenne d'âge chez les patientes de sexe féminin est de 66,6 ans tandis que celle des

patients de sexe masculin est de 63,7 ans.

Graphique nOl : La répartition des 62 tumeurs stromales gastro-intestinales
selon l'âge et le sexe
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.:. La localisation dans le tu be digestif:

Les 62 tumeurs se répartissent de la façon suivante dans le tube digestif (Tableau nOS,

Graphique n02).

Tableau nOS: La répartition des tumeurs stromales en fonction
de leur localisation dans le tube digestif

Localisation dans le tube digestif Nombre de cas

Œsophage 2

Estomac 42

Intestin grêle 9
Duodénum 4

Rectum 2

Mésentère 2

Epiploon 1

Graphique n02 : La localisation des 62 tumeurs dans le tube digestif
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Les 13 tumeurs d'évolution maligne (survenue de métastases et/ou d'extension péritonéale,

récidive loco-régionale, décès secondaire dû à l'évolution tumorale) correspondent à 8 tumeurs

gastrique (61,54 %), à 1 tumeur intestinale grêle (7,69 %), à 2 tumeurs duodénales (15,38 %)

et à 2 tumeurs mésentériques (15,38 %) (Graphique n03).
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Les 49 tumeurs d'évolution bénigne se répartissent dans l'œsophage (2 cas soit 4,08 %), dans

l'estomac (34 cas soit 69,34 %), dans l'intestin grêle (8 cas soit 16,33 %), dans le duodénum

(2 cas soit 4,08 %), dans le rectum (2 cas soit 4,08 %) et dans l'épiploon (l cas soit 2,04 %).

Graphique n03 : La localisation des tumeurs malignes dans le tube digestif

7,69%

.:. Le mode de découverte:

15,38%
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Les différents modes de découverte sont détaillés dans le tableau n09.

La présence d'une hématémèse et/ou d'un méléna était le symptôme le plus fréquemment

rencontré. Une anémie consécutive à une hémorragie occulte était également assez fréquente.

Des douleurs abdominales pouvaient accompagner ces hémorragies ou être le symptôme

principal.

Parfois ces lésions étaient découvertes au cours d'une intervention chirurgicale pour une autre

lésion ou au cours d'un examen systématique pour le suivi d'une autre affection.

Pour trois de nos patients (observations n'' 16, 35,48 ), les symptômes révélateurs de la tumeur

ne sont pas connus.
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Tableau n09 : Les symptômes révélateurs des 62 tumeurs stromales gastro-intestinales

Série complète Œsophage Estomac Duodénum Intestin grêle Rectum Mésentère/Epiploon

(n = 62) (n=2) (n = 42) (n = 4) (n = 9) (n =2) (n= 3)

Saignement 30 (48 %) - 21 (50 %) 3 (75 %) 5 (55 %) 1 (50%) -

Douleurs 16 (26 %) - 12 (29 %) - 2 (22 %) - 2 (66 %)

abdominales

Anémie 15 (24 %) - 10 (24 %) - 3 (33 %) 1 (50%) 1 (33 %)

Chirurgie «autre 5 (8 %) - 3 (7 %) - 1 (lI %) 1 (50%) -

lésion»

Examen 5 (8 %) 1 (50 %) 2 (5 %) 1 (25 %) 1 (11%)- - -

Obstruction 3 (5 %) - 2 (5 %) - - - 1 (33 %)

Autres 13 (21 %) 1 (50 %) 7 ( 17%)* 2 (50 %) 2 (22 %) - 1 (33 %)

dysphagie malaise, perforation , AEG

AEG fistule

* Malaise, tumeur palpable, AEG, régurgitations, dyspepsie.

•:. Le traitement chirurgical:

Les différents traitements chirurgicaux sont résumés dans le tableau n010.

Six patients (9,7 %) ont bénéficié, dans notre étude, d'une intervention chirurgicale palliative

(laparotomie), compte tenu de la présence de métastases hépatiques (observations n013, 23,

53) et/ou d'une extension péritonéale (observations n° 10, 13, 21) ou de l'existence préalable

d'une autre lésion néoplasique (observation n09 ; cancer ÜRL). La taille des tumeurs traitées

palliativementétaient en moyenne de 14 cm.

Les 56 autres patients (90,3 %) ont quant à eux bénéficié d'une intervention chirurgicale à

visée curatrice :

Q soit par excision large (marge de sécurité> 2 cm) pour 27 patients (48,2 %) ;

Q soit par excision locale (marge de sécurité de 1 à 2 cm) pour 29 patients (51,8 %).

L'exérèse radicale large a été réalisée pour des tumeurs dont le diamètre moyen était de 6,5 cm

alors que le diamètre moyen des tumeurs enlevées par excision locale était de 5,9 cm.

Ces deux types d'intervention radicale ont été réalisés pour la plupart de patients au cours

d'une laparotomie (47 patients). Les deux tumeurs œsophagiennes (observations n° 7 et 40)

ont été abordées par thoracotomie. Sept patients ont pu bénéficier d'une résection sous

cœlioscopie de leur lésion (observations n? 31,43,46,51 ,54,55,60).

Un curage ganglionnaire a été réalisé dans de rares cas: patient na 32 pour lequel un diagnostic

préopératoire d'adénocarcinome gastrique avait été posé; patient n044 pour lequel était
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suspecté un léiomyosarcome ; patient n045 : curage effectué dans le cadre d'un carcinome

épidermoïde œsophagien.

•:. L'évolution clinique:

Nous avons suivi l'évolution clinique de 60 patients. Deux patients n'ont pas été suivi: le

patient n028 a été perdu de vue, la tumeur du patient n° 20 a été découverte au cours d'un

prélèvement multi-organes.

Trois décès (3,2 %) sont survenus en post-opératoire immédiat:

c:> patient n04 : à J6 des suites d'une embolie pulmonaire massive,

c:> patient n037: à J9, des suites d'un choc toxi-infectieux ; ce patient avait des

métastases mésentériques au moment de l'intervention.

c:> patient n045 : à J8 des suites d'une médiastinite à Candida Albicans.

Douze patients (19,35 %) ont eu une évolution clinique défavorable dans un délai de 3 à 48

mois: survenue de métastases et/ou d'extension péritonéale, récidive loco-régionale, décès

secondaire dû à l'évolution tumorale (Graphique n04).
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Graphique n04 : Les tumeurs d'évolution maligne
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Ré-intervention Patient vivant

Le patient n° 44 est toujours en vie actuellement. Le patient n° 9 est décédé d'un cancer ORL

métastatique.

Cinq patients (41,6%) avaient des métastases hépatiques et/ou une extension péritonéales au

moment de l'intervention initiale. Une récidive loco-régionale et/ou la survenue de métastases

(toutes de siège hépatiques sauf dans un cas de siège hépatique et ganglionnaire) est retrouvée

chez 8 patients dont 4 ont bénéficié d'une ré-intervention. Dix de ces 12 patients sont décédés

de leur tumeur dans un délai de 3 à 60 mois.

La moyenne de survie de ces patients est donc de 24,6 mois. On observe 33 % de survivants à

2 ans, 17 % à 4 ans et 8% à 5 ans. Ce groupe de tumeurs d'évolution maligne comporte 4

femmes (moyenne de survie de 25,3 mois) et 8 hommes (moyenne de survie de 16,5 mois).

Quarante deux patients ont eu une évolution clinique favorable de leur tumeur digestive.

Cependant, quatre patients sont décédés d'une autre pathologie sans relation apparente avec la

lésion digestive : sarcome utérin (observation nOS), syndrome démentiel avec dénutrition

(observation n° 17), œdème aigu du poumon (observation n019), infarctus du myocarde

(observation n026).



Deuxième partie: Mise en évidence du récepteur c-k it et étude anatomo-c1inique de notre série - 104 -

Tableau nOlO : Les caractéristiques anatomo-cliniques
des 62 tumeurs stromales gastro-intestinales

Cas Sexe Age Mode de découverte Date de la 1ère Localisation Traitement Evolution
nO intervention tumorale clinique
1 F 76 Hémorragies digestives 14.10.1983 Duodénum Duodéno- R-M à 25 mois,

distillantes pancréatectomie Cà 36 mois,
céphalique - R. L. DSM à 37 mois

2 F 65 Hémorragies digestives 03.01.1986 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 15 ans
R./oc.

3 F 53 Echographie 17.06.1986 Duodénum Duodéno- VSR à 14,5 ans
systématique pancréatectomie

céphalique - R.L.
4 F 60 Anémie 17.09.1986 Estomac Gastrectomie totale DPa à 6 jours

Hémorragies digestives R.L.
5 F 88 Chirurgie pour 31.10.1986 Rectum Résection rectale DAC à 16 mois

récidive du sarcome segmentaire
utérin R.L.

6 F 47 Anémie 01.12.1986 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 14 ans
Méléna R./oc.

7 F 64 Gêne thoracique haute 30.06.1987 Œsophage Enucléation par VSR à 13,5 ans
Dysphagie aux solides thoracotomie - R.loc.

8 M 63 Epigastralgies 17.09.1987 Estomac Gastrectomie des 2/3 VSR à 13,5 ans
R.L.

9 M 51 Hémorragies digestives 19.10.1987 Estomac Gastrectomie totale Cà 13 mois
p DAC à 15 mois

10 M 65 Douleurs abdominales 24.02.1988 Estomac Gastrectomie totale et DSM à 3 mois
splénectomie - C

P
Il M 76 AEG 11.03.1988 Mésentère Résection de la 2e anse M à 48 mois,

Anémie jéjunale et de la tumeur DSM: 4,5 ans
R./oc.

12 F 63 Péritonite purulente 06.05.1988 Intestin grêle Résection de la 2e anse VSR à 12,5ans
Perforation tumorale grêle - Riloc.

13 M 83 Dysphagie sévère 17.11.1988 Estomac Gastrectomie élargie à Rà4 mois
.haute-Tumeur palpable la rate - C et M - P DSM à 5 mois

14 M 66 Chirurgie pour cancer 28.10.1989 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 2 ans
recto-sigmoïdien R./oc.

15 F 82 Hémorragies digestives 04.12.1989 Estomac Gastrectomie atypique VSR à Il ans
Epigastralgies R./oc.

16 M 58 Inconnue 16.01.1990 Estomac Gastrectomie atypique - VSR à Il ans
R.L.

17 F 85 Chirurgie pour ADK 27.01.1990 Estomac Gastrectomie atypique DAC à 12 mois
R./oc.

18 M 56 Hémorragies digestives 06.12.1990 Estomac Y2 gastrectomie VSR à 10 ans
distillantes - Anémie R.L.

19 M 77 Régurgitati ons 19.07.1991 Estomac Gastrectomie des 2/3 DAC à24 mois
Gène post prandiale R.L.

20 M 42 Prélèvement multi- 30.12.1991 Estomac Enucléation DAC :PMO
organes R./oc.

21 M 82 Syndrome occlusif 28.02.1992 Estomac Gastrectomie élargie au DSM à4 mois
Anémie pancréas et à la rate, C

-P
22 M 66 Epigastralgies 28.02.1992 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 9 ans

Méléna R./oc.
23 F 64 Rectorragies 17.04.1992 Intestin grêle Résection segmentaire DSM à 10 mois

Méléna d'intestin grêle, M- P
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Cas Sexe Age Mode de découverte Date de la 1ère Localisation Traitement Evolution
nO intervention tumorale clinique
24 M 56 Epigastralgies 02.02.1993 Estomac Gastrectomie partielle R, M à 16 mois

R.L. DSMà24mois
25 M 35 Malaise - Méléna 03.07.1992 Duodénum Résection duodénale et VSRà 5 ans

de la 1ère anse grêle -
R.L.

26 M 86 Méléna 10.12.1993 Estomac Enucléation - R./oc DAC à 21 mois
27 F 78 Echographie de 31.01.1994 Estomac Gastrectomie atypique VSRà 7 ans

contrôle R.L.
28 F 76 Rétablissement de 27.05.1994 Intestin grêle Résection segmentaire Suivi non

continuité digestive de grêle réalisable
R./oc.

29 M 72 Douleurs abdominales 17.08.1994 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 6,5 ans
Rectorragies R./oc.

30 M 50 Méléna 29.01.1994 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 6 ans
Malaise R./oc.

31 M 70 Bilan d'angiocholite 28.09.1994 Estomac Résection par VSR à 6 ans
récente cœlioscopie

R./oc.
32 F 75 Anémie 15.11.1994 Estomac Gastrectomie des 4/5 VSR à 6 ans

élargie et curage -R.L.
33 F 17 Hémorragies digestives 07.12.1994 Intestin grêle Résection segmentaire VSRà 6 ans

basses - Anémie de grêle et de la tumeur-
R.L.

34 F 74 Hémorragies digestives 28.03.1995 Intestin grêle Résection segmentaire VSR à 1,5 ans
Douleurs abdominales de grêle - R.L.

35 M 69 Inconnue 12.05.1995 Estomac Gastrectomie atypique VSRà 5,5 ans
R./oc.

36 M 69 Hématémèse 03.07.1995 Estomac Gastrectomie partielle VSRà 5,5 ans
Méléna - Anémie distale - R.L.

37 M 74 AEG -Méléna 06.07.1995 Duodénum Duodéno- DPO à 9 jours
Hématémèse pancréatectomie

céphalique - R.L.
38 M 52 Douleurs abdominales 09.10.1995 Estomac Gastrectomie partielle VSR à 5 ans

Hémorragies digestives atypique - R.L.
39 M 81 Hémorragies digestives 08.02.1991 Estomac Gastrectomie partielle R, M à 48 mois

R.L. DSM à 5 ans
40 F 43 Gastroscopie pour 02.05.1996 Œsophage Enucléation par VSRà 4,5 ans

antécédent d'ulcère thoracotomie
R./oc.

41 M 80 Hématémèse 08.11.1996 Estomac Enucléation VSRà4 ans
Méléna R./oc.

42 F 77 Douleurs abdominales 29.01.1997 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 4 ans
R./oc.

43 F 63 Douleurs abdominales 11.04.1997 Estomac Résection par VSR à 3,75 ans
cœlioscopie - R./oc.

44 F 68 Douleurs abdominales 08.07.1997 Estomac Gastrectomie totale et R à 3 ans
Tumeur palpable curage élargi - R.L. Vivant à 3,5 ans

45 M 56 Chirurgie pour cancer 25.07.1997 Estomac Oesogastrectomie et DPO à J8
de l' œsophage curage- R.L.

46 F 77 Douleurs abdominales 01.08.1997 Mésentère Résection de grêle sous R, C à Il mois
Occlusion aiguë du cœlioscopie DSM à 12 mois

grêle R.L.
47 F 62 Anémie 14.01.1998 Intestin grêle Résection de la VSR à 3 ans

Méléna première anse grêle -
R./oc.

48 M 74 Inconnu 09.06.1998 Estomac Gastrectomie atypique VSRà2,5 ans
R./oc.
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Cas Sexe Age Mode de découverte Date de la 1ère Localisation Traitement Evolution
nO intervention tumorale clinique
49 M 51 Fistule digestive du 04.08.1998 Intestin grêle Résection de la 2è anse VSR à 2,5 ans

grêle grêle - R.L.
50 M 68 Rectorragies - Anémie 05.11.1998 Intestin grêle Résection segmentaire VSR à 2 ans

Douleurs abdominales courte du jéjunum -
R./oc.

51 M 61 Méléna 12.11.1998 Estomac Résection par VSR à 2 ans
Malaise cœlioscopie

R./oc.
52 M 38 Hémorragies digestives 23. 12.1998 Estomac Antrectomie atypique VSR à 2 ans

Méléna R.L.
Anémie aiguë

53 M 71 Hémorragies 13.02.1999 Estomac Gastrectomie atypique, R, M à 16 mois
distillantes M-P DSM à 20 mois

54 F 82 Epigastralgies 22.04.1999 Estomac Résection par VSRà 20 mois
Anémie - Dyspepsie cœlioscopie - R./oc.

55 F 65 Douleurs abdominales 15.07.1999 Estomac Résection par VSR à 18 mois
- Méléna - AEG cœlioscopie - R./oc.

56 F 70 Méléna - Anémie 21.07.1999 Estomac Gastrectomie des 2/3 VSRà 17 mois
R.L.

57 M 60 Anémie 04.10.1999 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 14 mois
R./oc.

58 F 40 Douleurs abdominales 20.10 .1999 Epiploon Omemtectomie partielle VSR à 13 mois
basses - R.L .

59 M 45 Rectorrag ies - Anémie 13.09.2000 Rectum Résection segmentaire VSR à 2 mois
courte colo-recta le

R.L
60 F 84 Méléna 21.09.2000 Estomac Résection par VSR à 2 mois

cœlioscopie - R./oc.
61 M 61 Hémorragies digestives 29.09.2000 Estomac Gastrectomie atypique VSR à 2,5 mois

hautes R./oc.
62 M 64 Surveillance d'une 25.10.2000 Intestin grêle Résection segmentaire VSR à 1,5 mois

Maladie de Von de grêle
Recklinghausen R.L.

Abréviations: AEG : Altération de l'état général
C : Carcinomatose péritonéale
M : Métastases secondaires à la lésion digestive
DAC : décès «autre cause»
PMO : prélèvement multi-organe
Riloc, : Chirurgie radicale locale

ADK : adénocarcinome
R : Récidive de la maladie
MAC : métastases «autre cause»
DPO : Décès post opératoire
R.L : Chirurgie radicale élargie
P : chirurgie palliative.
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2.2.2.2. Les caractéristiques macroscopiques et microscopiques :

La taille de la tumeur et les caractéristiques microscopiques des 62 tumeurs gastro-intestinales

de notre étude sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau n011 : Les caractéristiques macroscopiques et microscopiques
des 62 tumeurs stromales gastro-intestinales

Cas 11° Localisation Taille tumorale Compte mitotique Type Nécrose Pléiomorphisme
en cm (50 champs FG) cellulaire nucléaire

1 Duodénum 6 5 E 0 ++
2 Estomac 7 9 E + +
3 Duodénum 6 0 F 0 +
4 Estomac 5 3 F 0 +
5 Rectum 7 2 F 0 +
6 Estomac 7 4 F 0 0
7 Œsophage 5 5 F + 0
8 Estomac 6 1 F+E + 0
9 Estomac 5 30 E + +++

10 Estomac 14 36 F+E + +++
11 Mésentère 18 12 F + ++
12 Intestin grêle 15 2 F + +
13 Estomac 20 30 F+E 0 +
14 Estomac 4 2 F 0 0
15 Estomac 6 4 F 0 +
16 Estomac 6 1 F 0 ++
17 Estomac 5 1 F 0 +
18 Estomac 3 5 E 0 ++
19 Estomac 12 1 F 0 +
20 Estomac 4 3 F 0 0
21 Estomac 18 15 F+E 0 ++
22 Estomac 5 5 F 0 +
23 Intestin grêle 18 30 E + ++
24 Estomac 17 50 F + +
25 Duodénum 3 4 F 0 +
26 Estomac 4 4 F + 0
27 Estomac 9 2 F+E + +
28 Intestin grêle 2 0 F 0 0
29 Estomac 6 0 F 0 0
30 Estomac 6 0 E 0 0
31 Estomac 5 1 E 0 +
32 Estomac 3 5 E 0 ++
33 Intestin grêle 6 4 F + +
34 Intestin grêle 5 1 F + +
35 Estomac 6 2 F+E 0 +
36 Estomac 3 4 F 0 0
37 Duodénum 8 1 F 0 +
38 Estomac 5 3 F 0 +
39 Estomac 7 28 F 0 +
40 Œsophage 13 0 F 0 +
41 Estomac 2,5 0 E + +
42 Estomac 5,5 2 F + +
43 Estomac 7 0 F 0 +
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Cas n" Localisation Taille tumorale Compte mitotique Type Nécrose Pléiomorphisme
en cm (50 champs FG) cellulaire nucléaire

44 Estomac 8 Il F+E + ++
45 Estomac 2,5 0 F 0 +
46 Mésentère 7 2 E + ++
47 Intestin grêle 3 0 F 0 +
48 Estomac 1,5 2 F 0 ++
49 Intestin grêle 6,5 1 F 0 +
50 Intestin grêle 5,5 1 F 0 ++
51 Estomac 5,5 2 F + +
52 Estomac 15 1 F+E + +
53 Estomac 9 8 F + +
54 Estomac 5,5 0 F 0 +
55 Estomac 4 1 F 0 +
56 Estomac 7 3 F 0 +
57 Estomac 5 3 F 0 +
58 Epiploon 3 5 F + +
59 Rectum 2,5 2 F 0 +
60 Estomac 3,5 1 F 0 ++
61 Estomac 5 4 E 0 +++
62 Intestin grêle 6 1 F 0 ++

Abréviations et légende:
FG : fort grossissement(x 400)
E : épithélioïde
Absence de nécrose : 0
Pléiomorphisme absent: 0
Pléiomorphisme modéré: ++

.:. La taille de la tumeur:

F : fusiforme
F+ E : fusiforme + épithélioïde
Présence de nécrose : +
Pléiomorphisme discret: +
Pléiomorphisme important: +++

La plus grande dimension des tumeurs stromales variait de 1,5 à 20 cm avec un diamètre

moyen de 6,9 cm. La taille tumorale était variable en fonction de la localisation de la lésion sur

le tube digestif: les tumeurs les plus volumineuses étaient retrouvées dans le mésentère et les

plus petites dans le rectum et l'épiploon. Ces lésions de petite taille ont été découvertes au

cours d'une intervention chirurgicale pour une autre affection ou recherchées à l'occasion de

rectorragies (Tableau 0°12).

Tableau 0°12 : La répartition des tumeurs stromales gastro-intestinales
en fonction de leur taille

Localisation dans le tube digestif Taille moyenne des lésions

Œsophage 9cm

Estomac 6cm

Intestin grêle 7,5 cm

Duodénum 5,75 cm

Rectum 4,75 cm

Mésentère 12,5 cm

Epiploon 3cm
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La taille était également très différente en fonction de l'évolution clinique : la taille moyenne

des tumeurs d'évolution maligne était de 12,15 cm avec alors celle des tumeurs d'évolution

bénigne n'était que de 5,6 cm (Graphique nOS).

Graphique nOS : La taille tumorale en fonction de l'évolution maligne ou bénigne
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.:. Les aspects microscopiques:

lE Tumeurs bénignes

• L'aspect histologique général et le type cellulaire:

Les tumeurs analysées lors de notre étude sont essentiellement constituées de cellules

fusiformes (69,35 %). Les cellules épithélioïdes sont observées dans Il cas (17,75 %).

L'association de ces deux types cellulaires est retrouvée dans 8 cas (12,90 %). L'architecture

des tumeurs à cellules fusiformes est le plus souvent fasciculée, plus rarement storiforme avec

parfois des aspects palissadiques. Les tumeurs à cellules épithélioïdes ont une architecture

compacte parfois en petits amas. Les tumeurs associant les 2 types cellulaires sont souvent

composées de faisceaux de cellules fusiformes juxtaposées ou mêlées à des amas de cellules

épithélioïdes.

Les tumeurs à cellules fusiformes se répartissent par ordre de fréquence décroissante dans:

c? l'œsophage (100 %)

c? le rectum (100 %)

c? l'intestin grêle (88,8 %)
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q le duodénum (75 %)

q le mésentère et l'épiploon (66 %)

q l'estomac (61,9 %)

Par contre, les tumeurs à cellules épithélioïdes prédominent dans l'estomac (19,05 %) ; il en est

de même pour les tumeurs constituées d'une association de cellules fusiformes et épithélioïdes

(19,05 %).

Aucun type cellulaire ne prédomine dans les tumeurs malignes (Graphique n06). Elles sont

constituées de cellules fusiformes dans 5 cas (38,46 %), de cellules épithélioïdes dans 4 cas

(30,77 %) et d'une association de ces deux types cellulaires dans 4 cas ( 30,77 %)

Graphique n06 : Le type cellulaire dans les tumeurs malignes

30,77%

lEI cellules fusiformes
&D cellules épithélioïdes
o association des deux types cellulaires

En revanche dans les tumeurs bénignes, les tumeurs à cellules fusiformes sont majoritaires (38

tumeurs soit 61,29 %). Une minorité de lésions est constituée de cellules épithélioïdes (7

tumeurs soit Il,29 %) ou de l'association des deux types cellulaires (4 tumeurs soit 6,45 %)

(Graphique n07).
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Graphique n07 : Le type cellulaire des tumeurs bénignes

6,45%

61,29 %

nm cellules fusiformes
cellules épithél ioïdes

o association des deux types cellulaires

• La nécrose:

Certaines tumeurs (21 lésions soit 33,87 %) contenaient des foyers de nécrose de coagulation

macroscopiques ou microscopiques. Cette nécrose était observée dans 8 tumeurs malignes

(61,54 %) et dans 13 tumeurs bénignes (26,53 %).

• Le pléiomorphisme des cellules tumorales:

Dans la majorit é des tumeurs, le pléiomorphisme cellulaire est discret (58,06 %). Puis, il est

par ordre de fréquence décroissante: modéré (20,97 %), absent (16,13 %) et rarement

important (4,84 %) .

Dans les tumeurs malignes, le pléiomorphisme cellulaire est, par contre, le plus souvent modéré

ou important (8 tumeurs soit 61,54 %) et discret (5 tumeurs soit 38,46 %). En revanche, dans

les tumeurs bénignes, il est discret dans 31 lésions (63,27 %), absent dans 10 (20,40 %),

important ou modéré dans 8 (16,33 %).

• Le compte des mitoses:

Le compte des mitoses des tumeurs de notre étude évalué sur 50 champs au fort grossissement

(x 400) varie de 0 à 50 avec une valeur moyenne de 6.

Les tumeurs bénignes ont un indice mitotique presque toujours inférieur à 6 ; la tumeur du

patient n° 2 a toutefois un compte de mitoses à 9. En revanche, les tumeurs malignes ont, en

majorité, un indice mitotique élevé, supérieur à 8. Cependant, deux cas de tumeurs malignes de
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siège duodénal (observations n° 1 et 37) et un cas de siège mésentérique (observation n046)

ont un compte de mitoses bas, inférieur ou égal à 5 (Tableau n013).

Tableau n013 : Le compte des mitoses en fonction de la malignité et
de la localisation des tumeurs dans le tube digestif.

C.M. ::5 5 / 50 champs F.G C.M. > 5/50 champs F.G

N T.B. T.M. T.B. T.M.

Oesophage 2 2 0 0 0

Estomac 42 33 0 1 8

Duodénum 4 2 2 0

Intestin grêle 9 8 0 0 1

Rectum 2 2 0 0

Mésentère 2 0 1 0 1

Epiploon 1 1 0 0 0
Abréviations :
n : nombre de tumeurs
T.B. : Tumeurs bénignes

C.M. : Compte Mitotique
T.M. : tumeurs malignes

F.G. : fort grossissement

.:. La classification des tumeurs selon les critères d'Amin et

collaborateurs:

Nous avons classé les tumeurs de notre série en fonction des critères d'Amin et collaborateurs

décrits dans le tableau n04, paragraphe 1.2.6.2 :

c::> 25 tumeurs bénignes,

c::> 26 tumeurs de malignité incertaine (borderline),

c::> Il tumeurs malignes (Tableau n014).
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Tableau n014 : La classification des tumeurs stromales gastro-intestinales
selon les critères d'Amin et collaborateurs (4)

Cas Classification selon Evolution

nO Amin et al clinique

1 Borderline Maligne

2 Maligne Bénigne

3 Borderline Bénigne

4 Bénigne Bénigne

5 Borderline Bénigne

. 6 Borderline Bénigne

7 Bénigne Bénigne

8 Borderline Bénigne

9 Maligne Maligne

10 Maligne Maligne

Il Maligne Maligne

12 Borderline Bénigne

13 Maligne Maligne

14 Bénigne Bénigne

15 Borderline Bénigne

16 Borderline Bénigne

17 Bénigne Bénigne

18 Bénigne Bénigne

19 Borderline Bénigne

20 Bénigne Bénigne

21 Maligne Maligne

22 Bénigne Bénigne

23 Maligne Maligne

24 Maligne Maligne

25 Bénigne Bénigne

26 Bénigne Bénigne

27 Borderline Bénigne

28 Bénigne Bénigne

29 Borderline Bénigne

30 Borderline Bénigne

31 Bénigne Bénigne

Cas Classification selon Evolution

nO Amin etai clinique

32 Bénigne Bénigne

33 Borderline Bénigne

34 Bénigne Bénigne

35 Borderline Bénigne

36 Bénigne Bénigne

37 Borderline Maligne

38 Bénigne Bénigne

39 Maligne Maligne

40 Borderline Bénigne

41 Bénigne Bénigne

42 Borderline Bénigne

43 Borderline Bénigne

44 Malin Maligne

45 Bénigne Bénigne

46 Borderline Maligne

47 Bénigne Bénigne

48 Bénigne Bénigne

49 Borderline Bénigne

50 Borderline Bénigne

51 Borderline Bénigne

52 Borderline Bénigne

53 Maligne Maligne

54 Borderline Bénigne

55 Bénigne Bénigne

56 Borderline Bénigne

57 Bénigne Bénigne

58 Bénigne Bénigne

59 Bénigne Bénigne

60 Bénigne Bénigne

61 Bénigne Bénigne

62 Borderline Bénigne

En comparant ces résultats à l'évolution clinique, on constate que:

Q les 25 tumeurs classées comme bénignes n'ont pas eu d'évolution clinique péjorative

avec un recul allant de 2,5 mois à 13,5 ans;

Q parmi les 26 tumeurs classées «borderline», 23 ont eu une évolution clinique

favorable. Les trois autres ont eu une évolution clinique péjorative:
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patient n"! : récidive loco-régionale et métastases à 25 mois, carcinomatose

péritonéale à 36 mois et décès secondaire à la pathologie digestive à 37

mois;

patient n° 37 : décès post opératoire à J9 avec métastases mésentériques au

moment de l'intervention;

patient n° 46 : récidive loco-régionale et carcinomatose péritonéale à Il

mois, décès secondaire au néoplasme à 12 mois.

~ et que parmi les Il tumeurs malignes: 10 ont eu une évolution péjorative avec la

survenue soit d'une récidive loco-régionale soit de métastases ou du décès secondaire à

l'évolution prévisible de la tumeur; la tumeur du patient n02 a eu une évolution clinique

favorable avec un recul de 15 ans.

•:. La différenciation des cellules tumorales (Tableau n015) :

• L'étude immunohistochimique:

o Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au

couple streptavidine-biotine :

Dans cette étude immunohistochimique, aucune tumeur n'exprime la chromogranine.

50 tumeurs (80,65 %) expriment le c-kit et 12 (19,35 %) ne l'expriment pas.

.t Parmi les 12 tumeurs dont les cellules ne sont pas marquées par l'anticorps anti c-kit, on

retrouve:

~ SIX tumeurs qui expriment au moms un marqueur musculaire lisse: l'actine

musculaire lisse est exprimée dans tous les cas (100 %) et dans un cas uniquement (cas

n09), de manière focale. L'expression de l'actine musculaire lisse est associée à celle de

la desmine dans 5 cas (83,3 %) et dans 3 cas à celle de l'HHF35 (50 %). L'association

des trois marqueurs musculaires est observée dans 3 tumeurs (cas n028-29-40)

(Planche photographique nOS, photos B - C - D).

Ces lésions sont essentiellement composées de cellules fusiformes (observations n05­

28-29-40-45) et ont eu une évolution bénigne (Planche photographique nOS, photo

A). La tumeur du patient n09 est constituée de cellules épithélioïdes et a eu une

évolution maligne.

~ deux tumeurs qui expriment la PSIOO associée à la vimentine et à la NSE (Planche

photographique n06 , photos E - F). Ces deux lésions (observations n016 et 52) sont
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marquées intensément par l'anticorps anti PS100 et sont composées respectivement de

cellules fusiformes et d'une association de cellules fusiformes et de cellules épithélioïdes

(Planche photographique n06, photos A - B - C - D). Leur évolution est bénigne

(recul de Il ans et 2 ans).

c> quatre tumeurs ne montrent pas de différenciation (observations nOl0-17-41-49).

Elles expriment plus ou moins intensément la vimentine dans tous les cas (l00 %)

associées dans deux cas au CD34 (50%). Ces lésions sont composées soit de cellules

fusiformes (2 cas), soit de cellules épithélioïdes (1 cas) ou d'une association des deux

types cellulaires (l cas).

J Parmi les 50 tumeurs qui expriment le c-kit :

c> vingt quatre lésions (48 %) n'expriment aucun marqueur musculaire ni nerveux

(Planche photographique n07, photos F - G - H) :

14 expriment la vimentine et le CD34 (58,33%) plus ou moins la NSE :

observations n°6-19-21-25-27-30-34-36-39-43-44-48-54-55;

7 expriment seulement le CD34 (29,16 %) : observations nOI-14-15-31-33­

35-56 ;

2 expriment seulement la NSE (8,34 %) : observations n013-32 ;

1 exprime la vimentine et laNSE (4,17 %): observation n'Zâ.

c> vingt quatre tumeurs (48 %) expriment au moins un marqueur musculaire lisse :

les 24 lésions expriment l'actine musculaire lisse (100%) : observations n02­

3-4-7-8-11-12-18-20-22-24-26-38-42-46-47-50-51-53-57-58-59-60-61 ;

dans 2 tumeurs (observations n022 et 46) l'expression cellulaire de cet

anticorps est focale ;

5 tumeurs expriment 2 marqueurs musculaire lisse (20,83 %):

• dans 4 cas (observations n08-53-58-61), l'actine musculaire lisse est

co-exprimée avec la desmine ; le marquage de cette dernière étant

focale;

• dans 1 cas (observation n'TI), l'actine musculaire lisse est co-

exprimée avec l'HHF35 ;

c> deux tumeurs (4 %) coexpriment un marqueur musculaire lisse (actine musculaire

lisse) et un marqueur nerveux (observations n037-62). Dans une de ces tumeurs

l'expression cellulaire de l'actine musculaire lisse est focale (observation n037).
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Ces tumeurs qui sont marquées par l'anticorps anti c-kit sont composées soit de cellules

fusiformes, soit de cellules épithélioides soit d'une association de ces deux types cellulaires

(Planche photographique n07, photos A - B - C - D). Parfois, un pléiomorphisme marqué et

de nombreuses mitoses sont observées dans les tumeurs d'évolution maligne (Planche

photographique n07, photos E).

o Méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au

couple streptavidine-biotine avec amplification des réactions

immunologiques par dépôt catalytique de dérivés de tyramide aux

sites de la réaction :

Après amplification, seules deux tumeurs ont montré un changement du signal avec l'anticorps

anti actine musculaire lisse :

~ observation n09 : l'intensité du signal ainsi que le nombre de cellules marquées est

augmenté ;

~ observation n056 : apparition d'un marquage focal, d'intensité modéré, d'un petit

groupe de cellules tumorales.

Les autres anticorps (desmine, HHF35, PSI00) n'ont pas montré de variation ru dans

l'intensité de signal, ni dans le nombre de cellules marquées.

• L'étude ultrastructurale :

Trente cinq tumeurs de notre série ont fait l'objet d'une étude ultrastructurale (56,45 %).

Pour 4 d'entre elles (observations n09-10-12-53) , cet examen n'a pas été contributif du fait

d'une autolyse trop importante liée à un retard de fixation et de phénomènes de nécrose.

.t Des caractères de différenciation musculaire lisse le plus souvent discret ont été retrouvés

dans 25 cas:

~ dans 13 cas, l'étude ultrastructurale a permis de confirmer la différenciation

musculaire lisse mise en évidence en immunohistochimie : observations n08-11-18-20­

38-42-50-51-53-57-59-60-61 ;

~ dans 12 cas de tumeurs indifférenciées en immunohistochimie, une différenciation

musculaire lisse est observée : observations noI4-19-23-27-30-32-33-34-35-36-39-41 ;

.t Dans un cas (observation n062) d'immunophénotype mixte (musculaire lisse et nerveux),

seuls les caractères musculaire lisse sont présents en microscopie électronique.



Deuxième partie: Mise en évidence du récepteur c-kit et étude anatomo-elinique de notre série - 117 ­

J La lésion du patient nOl3 s'est révélée être une tumeur issue du système nerveux autonome

en ultrastructure (Planche photographique nOS, photos A - B - C - D - E - F).

J Trois lésions sont indifférenciées (observations n044-49-56) en microscopie électronique.
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Tableau n015 : Les caractéristiques immunohistochimiq ues et ultrastructurales
des 62 tumeurs stromales gastro-intestinales

Immunohistochimie
Cas n? Desm AML HHF35 Vim CD34 PSI00 NSE GCA c-kit

1 + ++
2 + ++ ++ +focale
3 +++ + ++
4 + + +++ ++ +++
5 +focale ++
6 ++ +++ ++
7 + +++ +++
8 +focale +++ + + + +
9 +focale NC

10 + NC

Il ++ + ++ + ++ +
12 + + +++ ++ NC

13 + ++ GANT

14 ++ +++ +
15 +++ + +++
16 ++ +++ +
17 +focale +
18 + ++ +
19 + ++ ++ +++
20 + + + +
21 + +++ + +++
22 +focale +++ + +++
23 + + +++
24 + + +++ +++
25 +focale +++ + +++
26 + + +++ +focale +
27 ++ ++ ++
28 +++ ++ +
29 +++ ++ +
30 ++ ++ + +
31 + +
32 +focale +++ +
33 + + ++
34 ++ + ++ +++
35 +++ + +
36 + +++ ++ +
37 +focale ++ + +focale ++
38 + +++ +++ ++
39 + +++ +++
40 +++ ++ +++
41 + +
42 + ++ ++ + ++
43 +++ +++ ++ +++
44 +++ +++ +++ ++
45 +++ ++
46 +focale + +++
47 ++ + +++
48 +++ ++ ++
49 +++ in#
50 + +++ +++ +
51 + +++ +++ + +++ +
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Cas n" Desm AML HHF35 Vim CD34 PSI00 NSE GCA c-kit # ML #Sch Autre
52 - - - +++ - +++ ++ - - +

53 +focale +++ - +++ - - - - + Ne
54 - - - + + - - - ++ ..55 - - - +++ + - ++ - ++

56 - - - - ++ - + - +++ in#
57 - + - ++ +++ - - - ++ +

58 +focale +++ - + ++ - + - +++

59 - + - +++ +++ - - - ++ +

60 - +++ - +++ +++ - - - +++ +

61 +focale + - +++ - - - - ++ +

62 - ++ - +++ +++ + ++ - +++ +

Légendes:
+ : moins de 25% de cellules marquées
+++ : plus de 75 % de cellules marquées.
Ne : non contributif

++ : 25 à 75 % de cellules marquées
+ focale: positivité focale
in# : indifférenciée



Planche photographique nOS:
Le léiomyome digestif

A : Aspect morphologique (HE.S x200)

B : Immunomarquage par l'anticorps anti actine musculaire lisse (x200)

C : Immunomarquage par l'anticorps anti desmine (x 200)

D: Immunomarquage par l'anticorps anti HHF35 (x200)



Planche photographique n06 :
Le schwannome digestif

A : Liseré lymphoïde en périphérie de la tumeur (H.E.S x40)

B : Pléomorphisme nucléaire parfois marqué (H.E.S x200)

C : Zone cellulaire (H.E.S x200)

D : Zone myxoïde (H.E.S x200 )

E : Immunomarquage par l'anticorps anti PSi 00 (x200)

F : Immunomarquage par l'anticorps anti NSE (x200)



Planche photographique n07 :
Quelques aspects morphologiques et immunohistochimiques

des tumeurs stromales

A : Tumeur stromale à cellules fusiformes (H.E.S x200)
B : Tumeur stromale à cellules épithélioïdes (H.E.S x200)
C : Tumeur stromale à cellules fusiformes et à cellules épithélioïdes (H.E.S x200)
D : Pseudo-vacuoles au niveau de cellules d'une tumeur stromale secondaires à la fixation formolée

(H.E.S x200)
E : Pléiomorphisme nucléaire important et nombreuses mitoses dans une tumeur stromale maligne

(H.E.S x200)
F - G - H : Immunomarquage par les anticorps anti CD34, anti vimentine et anti c-kit (x200)



Planche photographique nOS :
Thmeur stromale issue du système nerveux autonome

gastro-intestinal (GANT)

A - B - C : Cellularité variable selon les champs examinés (H.E.S xl 00)

D: Pléiomorphisme nucléaire discret. Présence de quelqes mitoses (H.E.S x400)

E : Aspect évocateur d'une synapse et grains neurosécrètoires (xI5500)

F : Immunomarquage intense par l'anticorps anti c-kit (x200)



TROI5IEME PARTIE :

Discussion
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3.1. LES CARACTERISTIQUES CLINIQUES ET ANATOMO­

PATHOLOGIQUES DES TUMEURS STROMALES DE NOTRE

SERIE:

Les caractéristiques cliniques des patients de notre série étaient superposables à celles d'autres

études publiées dans la littérature médicale. Les patients étaient âgés de 17 à 88 ans et il

existait une discrète prépondérante masculine (sex ratio: 1,3), rapportée dans d'autres séries

(7, 60). L'âge moyen au moment du diagnostic était de 65 ans. Il était plus élevé que dans la

plupart des autres études: 51,2 ans dans la série de Ueyama (128) , 57 ans dans celle de

Kindblom (54) , 56 ans pour celle de Tazawa (120) . La moyenne d'âge de nos patients de sexe

féminin (66,6 ans) était supérieure à celle de nos patients de sexe masculin (63,7 ans). Comme

dans la littérature, l'atteinte du sujet de moins de 20 ans reste rare (notre patient le plus jeune

avait 17 ans). Nous avons retrouvé, dans une de nos observations, l'existence de tumeurs

stromales multiples. Ce patient était porteur d'une maladie de Von Recklinghausen comme cela

a été rapporté dans quelques études (39, 111).

Les tumeurs stromales de notre série existaient sur toute la longueur du tube digestif avec,

cependant, une localisation préférentielle dans l'estomac et l'intestin ce qui concorde avec les

données de la littérature (7, 26, 54, 60, 114, 120). L'œsophage était peu touché (79) ainsi que

la rectum (43). Aucune des tumeurs de notre série n'était localisée dans le colon où ces lésions

sont peu fréquentes (81). En revanche, nous avons observé quelques lésions dans le mésentère

et l'épiploon qui sont deux localisations rarement rapportées (26, 77). Les tumeurs d 'évolution

maligne de notre série étaient également préférentiellement localisées dans l'estomac et

l'intestin grêle (120), mais aussi dans le mésentère. En revanche, aucune ne siégeait dans

l'épiploon comme le rapportait Miettinen (77).

Comme dans la plupart des études (9, 61), les manifestations hémorragiques aiguës ou

chroniques constituaient le signe d'appel clinique principal chez de nombreux patients de notre

série. Elles s'accompagnaient parfois de douleurs abdominales qui pouvaient être par ailleurs le

seul symptôme présent. Cependant, une proportion non négligeable de ces tumeurs stromales

(16 % dans notre étude) était découverte de façon fortuite au cours d'une intervention

chirurgicale pour une autre pathologie ou lors d'un examen morphologique (15 % pour la série

de Barrier (9)). D'autres signes tels qu'une altération de l'état général, un syndrome obstructif,

une perforation étaient plus rarement retrouvés.
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Tous nos patients ont bénéficiés, en première intention, d'une résection chirurgicale plus ou

moins large et plus ou moins complète de leur tumeur. Son étendue était fonction du siège de

la lésion, de sa taille, de l'existence éventuelle d 'une invasion des organes de voisinage et/ou de

la présence de métastases.

La chirurgie palliative (9,7 % dans notre étude) a été réalisée pour des tumeurs volumineuses

(moyenne de 14 cm dans notre série, ) qui s'accompagnaient, le plus souvent, au moment du

diagnostic de métastases hépatiques et/ou d'une extension péritonéale.

Une résection complète à visée curatrice a été possible dans 90,3 % des cas de notre série (97

% pour celle de Barrier (9) , 86 % pour celle de De Matteo (26)). Elle a été réalisée par

excision large dans 48,2 % ou par excision locale dans 51,8 % des cas. La taille moyenne des

tumeurs ayant bénéficié de ces deux types d'intervention chirurgicale était sensiblement les

mêmes (respectivement 5,9 cm et 6,5 cm). Dans quelques études, il a été rapporté que la

survie était indépendante du type de résection curatrice (9) , seule une résection tumorale

complète est rapportée comme étant un bon facteur pronostique (9, 26).

Sept de nos patients ont pu bénéficier d'une exérèse par cœlioscopie. Cette technique encore

peu répandue pour ce type de tumeurs (9, 26) a été réalisée pour des lésions de petite taille

(taille moyenne de 4,5 cm) de siège gastrique, intestinale grêle ou mésentérique.

Le curage ganglionnaire préconisé par certains, n'a toujours pas prouvé son efficacité sur la

survie (9). En effet, ces métastases ganglionnaires sont des événements rares, rapportés dans 2

% à 16 % des tumeurs malignes (26). Nous n'avons qu 'une observation qui s'accompagnait

de métastases ganglionnaires dans notre groupe de tumeurs malignes (7,7 %) . Les curages

effectués chez trois autres" de nos patients avaient été motivés par des diagnostics pré­

opératoires d'une autre variété de tumeurs malignes (adénocarcinome gastrique,

léiomyosarcome gastrique, carcinome épidermoïde œsophagien).

Bien que l'évolution des tumeurs stromales malignes soit le plus souvent fatale, des survies

prolongées après récidive ou métastases sont parfois rapportées dans la littérature (9, 98). Les

tumeurs malignes de notre série comportaient parfois au moment du diagnostic initial soit un

envahissement des organes de voisinage (23 %), soit des métastases hépatiques et/ou une

extension péritonéale (46 %). L'évolution clinique était, par ailleurs, fréquemment caractérisée

par une récidive loco-régionale associée ou non à la survenue de métastases hépatiques (53,9

%) avec un intervalle libre après l'exérèse allant de 4 à 48 mois. Le taux de récidive des

tumeurs stromales varient de 19 % à 59 % dans la littérature (61).
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L'évolution lente de certaines de ces tumeurs semble justifier une attitude chirurgicale

agressive. En effet, un de nos patients (observation n02) a eu une évolution clinique favorable

déjà rapporté dans quelques études (9, 60) : cette patiente porteuse d'une tumeur stromale

maligne est toujours en vie actuellement sans récidive tumorale, ni métastases 15 ans après

l'exérèse.

Cependant, cette évolution lente nécessite une surveillance clinique et radiologique prolongée

même pour des tumeurs histologiquement bénignes, qui peuvent récidiver ou métastaser

plusieurs années après le diagnostic initial. Appelman et collaborateurs (7) rapportent le cas

d'une tumeur gastrique «bénigne» ayant métastasée 8,5 ans après le diagnostic et ayant

entraîné le décès 2,5 ans plus tard. D'autres auteurs décrivent des récidives et/ou l'apparition

de métastases, de tumeurs d'apparence bénigne, plus de 30 ans après la première résection

tumorale (85, 134).

La survie de nos patients porteurs de tumeurs malignes, en dehors des décès opératoires était

de 33 % à 2 ans et de 8 % à 5 ans. Les taux de survie à 5 ans rapportés dans différentes études

étaient plus élevés que celle de notre série avec des écarts allant de 20 à 74 % (61).

3.2. L'EXPRESSION DU RECEPTEUR C-KIT:

3.2.1. LA MISE EN EVIDENCE IMMUNOHISTOCHIMIQUE DU

RECEPTEUR C-KIT :

Dans un travail préliminaire, nous avons tenté de défmir les conditions optimales d'utilisation

des anticorps utilisés dans notre travail pour définir les phénotypes tumoraux.

Pour l'anticorps C-kit, les variations testées ont été multiples. L'obtention des meilleurs

résultats avec la technique d'amplification à la tyramine n'est pas pour surprendre puisque l'on

sait qu'avec la plupart des anticorps, l'amplification obtenue avec ce système est 1000 à 10 000

fois plus importante que celle observée avec une technique classique en trois couches faisant

appel au couple anticorps secondaire biotinylé/streptavidine peroxydase. En dépit de multiples

essais, nous n'avons pu nous débarrasser totalement du bruit de fond. La persistance de ce

dernier pourrait s'expliquer par l'utilisation, au cours de la technique, d'albumine non

cristallisée.
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En effet, les albumines ordinaires sont connues pour pouvoir contenir de la biotine. Pour la

mise en évidence de cet antigène, les techniques d'inversion de la fixation formolée sont

indispensables. Les conditions de l'hydrolyse à l'autocuiseur ne donnent pas les résultats les

meilleurs et il est préférable d'utiliser des conditions thermiques plus douces. Dans un travail

récent portant sur la détection de chromogranine A, de l'actine musculaire lisse, de la protéine

S100 et de la kératine à large spectre (KL1) respectivement au niveau du pancréas, du coIon,

du sein et du placenta, Volante et collaborateurs (135) ont rapporté qu'un rinçage de quelques

minutes dans une solution de PBS-tween chaud (100°C) réalisé après l'étape de la

polymérisation de la tyramine modifiée diminuait non seulement le bruit de fond mais

améliorait également le signal. Les mécanismes en causes ne sont pas connus. Pour la mise en

évidence de TrkA sur des coupes de lymphomes folliculaires inclus dans de la paraffine, Mme

Onnoughene au laboratoire, a pu vérifier ces résultats. Ces derniers ne semblent cependant pas

généralisables puisque dans notre travail ce procédé non seulement n'a pas conduit à une

amélioration mais bien au contraire a entraîné une baisse de sensibilité.

L'absence de gain de sensibilité avec le système Envision" (Dako) n'est pas pour surprendre.

En effet, comparé à une méthode immunohistochimique en trois couches faisant appel au

système streptavidine peroxydase/ anticorps secondaire biotinylé, le système Envision™ s'est

avéré dans les multiples essais réalisés au laboratoire moins sensible. Une amplification n'est

observé que lorsque le conjugué est utilisé comme troisième couche ce qui dans certaines

circonstances peut s'avérer intéressant mais, compte tenu du prix de vente du dérivé, augmente

de façon significative le coût de la réaction immunohistochimique.

La négativité de la détection de l'actine musculaire lisse (30 cas ), de la desmine (53 cas), de

l'HHF35 (58 cas) et de la protéine S100 (58 cas), dans certaines observations, nous a conduit à

tester la technique d'amplification à la tyramine pour la mise en évidence de ces antigènes. Le

gain de sensibilité s'est révélé faible. En effet, dans une observation seulement l'actine

musculaire lisse a pu être détectée alors qu'elle n'était pas mise en évidence par les techniques

classiques. Dans une autre observation, la mise en œuvre de la technique a permis de détecter

un pourcentage plus élevée de cellules exprimant cette protéine. Le gain s'est révélé nul pour

les autres marqueurs

Pour améliorer la résolution et par conséquent rmeux définir la localisation cellulaire de

l'antigène C-kit nous avons tenté de réaliser sa mise en évidence sur coupes semi-fines. Dans

la mesure où pour beaucoup d'antigènes, la réaction immunohistochimiques se réalise à la
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surface des coupes, l'intensité des signaux n'est .pas significativement diminuée par rapport à

une technique en paraffine et le gain de résolution est net. Dans notre travail nous n'avons pu

obtenir de résultat après inclusion en Unicryl'?'. Cette négativité pourrait s'expliquer par la

destruction ou le masquage de l'antigène recherché pas les rayons UV utilisées pour

polymériser le plastique. Une polymérisation thermique pourrait être tentée. Nous avons, en

revanche obtenu, de bons résultats avec l'alcool polyvinylique. La technique est cependant

délicate notamment dans son étape d'inclusion. Nous travaillons actuellement à son

amélioration.

3.2 .2 . L'EXPRESSION DU RECEPTEUR C-KIT DANS NOTRE SERIE :

En immunohistochimie, l'expression du récepteur c-kit a été retrouvée dans 50 tumeurs de

notre série, 12 d'entre elles n'exprimant pas ce récepteur.

3.2.2 .1. Le groupe des tumeurs n'exprimant pas le récepteur c-kit

Parmi ces tumeurs, différents phénotypes ont été retrouvés :

~ Phénotype IDusculaire lisse:

Un immunophénotype de type musculaire lisse était observé dans 6 tumeurs de notre série

(observations n05-9-28-29-40-45). Les cellules tumorales étaient marquées par au moins un

anticorps musculaire lisse et trois de ces tumeurs co-exprimaient fortement l'actine musculaire

lisse, l'HHF35 et la desmine. En revanche, dans tous ces cas, le marquage par les anticorps anti

CD34, anti vimentine et anti PSI00 s'est avéré négatif.

Ces lésions de localisation variée (une œsophagienne, 3 gastriques, une grêle et une rectale) , en

majorité constituées de cellules fusiformes, ont eu une évolution bénigne pour 5 d'entre elles.

L'une d'elles (observation n09), de petite taille (5 cm), possédait des critères histologiques

(compte de mitoses de 30 pour 50 champs au fort grossissement, pléiomorphisme nucléaire,

nécrose) et cliniques (extension péritonéale secondaire) de malignité.

Dans les nombreuses séries (54, 79, 81, 120) rapportant cet immunophénotype musculaire en

l'absence d'expression du récepteur c-kit, les auteurs classent ces tumeurs parmi les
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léiomyomes, pour les lésions d'évolution bénigne et parmi les léiomyosarcomes, pour les

lésions d'évolution maligne.

Dans deux études récentes, Miettinen (79, 81) a fait ressortir quelques caractéristiques

cliniques, histologiques, immunohistochimiques et moléculaires qui pourraient permettre de

différencier les léiomyomes et léiomyosarcomes, des tumeurs stromales.

Les léiomyomes survenaient en général chez des patients jeunes (inférieur à 40 ans) (79), avec

une prédominance masculine comme pour les tumeurs stromales. Au niveau des études

histologiques, sur les coupes colorées à l' lIES au faible grossissement, les léiomyomes

apparaissaient trés éosinophiles du fait de leur faible cellularité, alors que les tumeurs stromales

cellulaires apparaissaient, à l'inverse, basophiles. L'étude immunohistochimique différait

également : les cellules des léiomyomes exprimaient constamment les marqueurs des cellules

musculaires lisses (actine musculaire lisse et desmine). Par contre, elles étaient négatives avec

les anticorps anti c-kit et anti CD34, à l'inverse , des cellules des tumeurs stromales qui les

exprimaient dans tous les cas. Aucune mutation de l'exon Il du gène c-kit, fréquemment

observée dans les tumeurs stromales, n'a été mise en évidence dans les tumeurs classées parmi

les léiomyomes. De plus, l'évolution clinique de ces tumeurs n'a jamais été péjorative.

Les léiomyosarcomes digestifs semblaient moins fréquents que les tumeurs stromales (79, 81).

Ces lésions étaient plus souvent de grande taille et avaient un indice mitotique élevé. Les

cellules tumorales exprimaient souvent des marqueurs musculaires lisses (actine musculaire

lisse parfois focale comme dans notre observation n09, desmine ou les deux), parfois le CD34.

En revanche, la recherche avec l'anticorps anti c-kit était toujours négative. Par ailleurs,

aucune mutation de l'exon Il n'a été mis en évidence dans ces léiomyosarcomes. L'évolution

clinique s'est toujours faite vers le décès rapide des patients.

J Phénotype nerveux:

Deux tumeurs de notre série (observations n? 16 et 52) avaient un phénotype neuro-gliale

caractérisé par une expression diffuse et intense de la PS100. Dans les deux cas, cette dernière

était co-exprimée avec la vimentine et la NSE mais en l'absence d'expression des marqueurs

musculaires lisses (actine musculaire lisse, desmine et HHF35), du récepteur c-kit et du CD34.

De localisation gastrique, elles ont eu une évolution bénigne (recul de Il et 2 ans).

L'immunophénotype neuro-gliale a été confirmé, lors de l'étude ultrastructurale par la mise en

évidence de structures schwanniennes.

Ces tumeurs semblent donc correspondre au schwannome digestif, bien défini par Daimaru et

collaborateurs (24). Cette tumeur bénigne, peu fréquente (54, 101, 109, 120), se caractérise,
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en histologie, par sa bonne limitation périphérique, avec toutefois une absence de capsule et la

présence d'un infiltrat lymphoïde périphérique parfois nodulaire qui est alors très

caractéristique. Ce dernier n'était observé que dans l'une de nos observations (cas n016) En

immunohistochimie, il existe toujours une forte positivité des cellules tumorales pour la

protéine 8100 (54, 101, 109, 120), parfois pour la vimentine (101) tandis que les marqueurs

musculaires et le c-kit sont toujours négatifs (101, 120)

J Phénotype «mésenchymateux»

Les 4 dernières tumeurs (observations nOlO-17-4l-49) n'exprimant pas le c-kit ne

comportaient ni différenciation musculaire lisse ni nerveuse. Toutes exprimaient la vimentine.

Dans deux cas, elles co-exprimaient le CD34, focalement dans un cas. Trois de ces lésions

(deux de localisation gastriques: observation n017 et 41 et une siégeant dans l'intestin grêle :

observation n° 49) ont eu une évolution clinique bénigne; la dernière (observation n'Tû) une

évolution clinique maligne.

Quelques études (81, 113, 120) ont rapporté des tumeurs indifférenciées n'exprimant ni le c­

kit, ni la vimentine ou le CD34, ni les marqueurs musculaires ou nerveux. Certains auteurs les

considéraient comme des tumeurs indifférenciées (113, 120) alors que Miettinen et

collaborateurs (81) les intégraient dans le groupe des tumeurs stromales c-kit positives. Ils les

considéraient comme une variante indifférenciée des tumeurs stromales. Cette théorie reposait

sur la mise en évidence d'activations constitutionnelles de la protéine C-kit dans des tumeurs

n'exprimant pas le récepteur c-kit en immunohistochimie (57).

En résumé , dans ce groupe de tumeurs n'exprimant pas le récepteur c-kit, nous avons pu

individualiser 4 types de lésions : cinq léiomyomes, un léiomyosarcome, deux schwannomes et

quatre tumeurs de phénotype «mésenchymateux».
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Le récepteur c-kit a été retrouvé dans les cellules de 50 tumeurs de notre série.
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J Tumeurs co-exprimant le récepteur c-kit et les marqueurs musculaires lisses:

Vingt cinq de ces tumeurs exprimaient au moins un marqueur musculaire lisse, le plus fréquent

étant , comme dans la littérature (82) celui dirigé contre l'actine musculaire lisse (38,70% de

nos observations). La co-expression du c-kit et de l'actine musculaire lisse est observée de

façon variable dans différentes études (entre 12,5 à 44,9 % selon les séries) (54, 79, 81, 82,

120). La présence de l'antigène CD34 était également souvent associée (79, 81, 82, 120).

Dans cinq tumeurs de notre étude, l'actine musculaire lisse était co-exprimée avec un autre

marqueur musculaire lisse: la desmine focalement dans 4 cas (observations nOS-53-5S-61) et

l'HHF35 dans un cas (observation nOII) avec environ 'l4 des cellules tumorales marquées.

L'expression de la desmine dans les tumeurs c-kit positives est rapportée par certains auteurs

(82, 113, 120), plus rarement, conjointement à l'actine musculaire lisse (82, 120). En revanche,

aucune étude ne rapporte la co-expression du c-kit, de l'actine musculaire lisse et de l'HHF35

comme nous l'avons constaté dans notre observation nOII. Ceci peut probablement s'expliquer

par le fait que l'HHF35 est un marqueur peu utilisé lors des études de ces tumeurs. Tazawa et

collaborateurs (120) rapportaient de nombreuses tumeurs c-kit positives exprimant un à quatre

marqueurs musculaires lisses (actine musculaire lisse, desmine, calponine et caldesmone).

L'expression des marqueurs musculaires lisses par les tumeurs stromales avait initialement été

interprétée comme un signe de véritable différenciation musculaire des cellules tumorales,

d'autant plus que ces cellules avaient des caractéristiques ultrastructurales de fibres

musculaires lisses (32). D'autres auteurs (54, 110) ont suggéré que ces caractères

immunohistochimiques et ultrastructuraux pourraient être en rapport avec certaines

caractéristiques musculaire lisse de la cellule interstitielle de Cajal dérivant du même précurseur

que les cellules musculaires lisses.

Lors d'une étude expérimentale récente , Torihashi (126) a démontré , dans le tube digestif de

souris, que les ICC bloquées par des anticorps spécifiques n'entraient pas en apoptose. En

revanche, elles développaient soit des aspects ultrastructuraux de cellules musculaires lisses,

soit restaient indifférenciées. Cette «plasticité» entre ces deux types cellulaires, certaines

similitudes ultrastructurales pourraient expliquer la co-expression du c-kit et des marqueurs

musculaires lisses de notre série ainsi que la différenciation musculaire, le plus souvent discrète,

retrouvée en microscopie électronique (25 observations).
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./ Tumeurs co-exprimant le c-kit et le CD34 :

Vingt trois tumeurs n'exprimait ni marqueur nerveux, ni marqueur musculaire. Mais par contre

dans 87,5 % des cas (20 tumeurs) exprimaient le récepteur c-kit et le CD34 ce qui a été déjà

rapporté par Kindblom dans 75,38 % des cas (54) , par Tazawa dans 84, 48 % des cas (120) et

par Miettinen dans 70 % des cas (82). Seules trois tumeurs de notre étude n'exprimaient que le

récepteur c-kit (observations nOI3-23-32).

Cette expression du CD34 par les cellules des tumeurs stromales est difficile à expliquer et a

été longtemps l'objet de nombreuses discussions. Dans les années 90, ce marqueur était

considéré, par certains auteurs, comme spécifique des tumeurs stromales. Originellement décrit

comme un marqueur des cellules précurseurs hématopoïétiques, l'immunoréactivité du CD34

est retrouvée dans les cellules de nombreux tissus normaux et pathologiques les plus souvent

marquées étant l'endothélium, les cellules des tumeurs vasculaires, des tumeurs des gaines

nerveuses périphériques, des tumeurs fibreuses solitaires de sites variés, des

dermatofibrosarcomes protuberans, des sarcomes épithélioïdes, etc ... (133).

Les ICC exprimant de façon variable l'antigène CD34 (48, 54), il semble logique dans

l'hypothèse où les tumeurs stromales dériveraient d'un précurseur donnant naissance aux ICC,

que les cellules des tumeurs stromales puissent exprimer cet antigène de façon variable (103) .

L'étude en microscopie électronique d'une de nos tumeur (observation n013) a permis de

porter le diagnostic d'une tumeur issue du système nerveux autonome gastro-intestinal

(GANT). Nous avons retrouvé dans les cellules de cette tumeur, de localisation gastrique, des

caractéristiques ultrastructurales décrites par Herrera et collaborateurs (45) ainsi que par

Walker (138) : prolongements évoquant des boutons synaptiques renfermant des grains denses,

neurosecrétoires en l'absence de caractère de différenciation musculaire lisse ou nerveuse.

Aucune fibre skénoïde n'a été retrouvé tant en optique, qu'en électronique. En histologique,

cette tumeur à cellules fusiformes et épithélioïdes n'avait aucune caractéristique spécifique.

L'activité mitotique était élevé (30 mitoses pour 50 champs x 400) . L'étude

immunohistochimique a permis d'observer une forte positivité du récepteur c-kit associée à

une expression discrète de la NSE ce qui a été déjà rapporté dans d'autres études (112). Le

diagnostic formel de ces tumeurs issues du système nerveux autonome gastro-intestinal ne

repose que sur les constations faites en microscopie électronique. Certains auteurs ont suggéré

(54, 112) que les GANT pourraient également dériver des ICC. Cependant, les aspects

ultrastructuraux des GANT rapportés par ces deux auteurs, correspondaient à des
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caractéristiques de cellules nerveuses (contacts de type synapse-like, granules électron dense)

jamais retrouvées dans les études de microscopie électronique des ICC (34, 131)

J Tumeurs co-exprimant le récepteur c-kit, l'actine musculaire lisse et la PSIOO :

Deux tumeurs (observations n037-62), localisées dans l'intestin grêle, co-exprimaient le c-kit,

l'actine musculaire et la PSI00. L'une d'elles a eu une évolution clinique maligne (cas n037),

l'autre une évolution clinique bénigne (cas n062 avec un recul de seulement 1,5 mois) au cours

d'une maladie de Von Recklinghausen.

De rares études ont décrit cet immunophénotype particulier (120). Endo et collaborateurs (31)

ont observé, chez le cochon d'Inde, des contacts très étroits entre les ICC, PS 100 négatives, et

les cellules entéro-gliales des plexus myentériques, PS 100 positives. Cet aspect a également

été décrit chez l'homme (34). Tazawa et collaborateurs (120) ont alors suggéré que la

différenciation nerveuse et musculaire, en immunohistochimie et en ultrastructurale, parfois

observée dans les tumeurs stromales c-kit positives seraient expliquer d'une part par

l'existence d'un précurseur commun aux ICC et aux cellules musculaires lisses, d'autre part ,

par le contact étroit entre les ICC et les cellules entéro-gliales. Ces contacts étroits entre ces

deux cellules sont probablement dus au fait que les nerfs entériques sécrètent le ligand du

récepteur c-kit. Cependant, dans certaines pathologies de la motilité gastro-intestinale telles

que la maladie de Hirschsprung qui affectent l'innervation du tube digestif, les ICC sont

présentes mais avec des fonctions altérées.

De par leur morphologie, leurs caractéristiques immunohistochimiques et la présence ou non

du récepteur c-kit , la séparation entre d'une part les léiomyomes, les léiomyosarcomes et les

schwannomes et d'autre part les tumeurs stromales semble possible. Les tumeurs de phénotype

«mésenchymateux» constituent une entité à part ne pouvant être rattachée avec certitude à

aucune autre. Les GANT, quant à elles, bien que morphologiquement et

immunohistochimiquement très proches des tumeurs stromales, ont des caractéristiques

ultrastructurales très différentes. De plus, aucune étude moléculaire, recherchant des mutations

du gène c-kit, n'a été réalisée, à ce jour, permettant éventuellement de rattacher les GANT

parmi les tumeurs stromales.
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Ces tumeurs stromales semblent donc correspondre à une seule entité comportant une grande

diversité d'aspects morphologiques et de multiples degrés de différenciation vers un phénotype

de cellule interstitielle de Cajal.

3.3. LE RECEPTEUR C-KIT : APPORT POUR L'ORIGINE

HISTOGENETIQUE DES TUMEURS STROMALEs :

L'origine histogénétique des tumeurs stromales est longtemps demeurée obscure. Récemment,

Kindblom et collaborateurs (54) ont suggéré que les tumeurs stromales pourraient naître d'une

cellule mésenchymateuse indifférenciée donnant par la suite naissance aux ICC et aux cellules

musculaires lisses (125). Depuis, de nombreuses études semblent étayer cette hypothèse.

Les cellules des tumeurs stromales partagent, comme nous l'avons en partie démontré dans

notre travail, certaines caractéristiques immunohistochimiques et ultrastructurales avec les ICC

et les cellules musculaires lisses (54, 82, 103, 115). Cependant, l'origine cellulaire de ces

tumeurs demeure encore incertaine.

Une hyperplasie focale de cellules c-kit positives, dans la paroi musculaire, à proximité ou à

distance des tumeurs est parfois rapportée (54). Il s'agirait soit d'une hyperplasie focale d'ICC,

soit d'un état pré-néoplasique résultant de la prolifération de cellules précurseurs pouvant se

différencier secondairement vers un phénotype d'ICC ou musculaire. L'existence d'atypies

cyto-nucléaires à leur niveau appuierait la seconde hypothèse (54). Ceci expliquerait également

la survenue de tumeurs multiples ou la récidive de tumeurs stromales à distance de la tumeur

primaire (54). Un des patients de notre série (observation n062) était porteur de tumeurs

stromales multiples de siège intestinal. A proximité de petites lésions, nous avons pu mettre en

évidence une hyperplasie de cellules c-kit positives au sein de la musculeuse. Ces différentes

constations semblent corroborer l'hypothèse de Kindblom. Notre patient était porteur d'une

maladie de Von Recklinghausen qui est rapportée par différents auteurs pour être un terrain

favorisant de survenue de tumeurs stromales (39, 111). Cependant, actuellement, aucune étude

ne rapporte d'association entre l'hyperplasie de cellules c-kit positives et la maladie de Von

Recklinghausen.

Dans ce cadre et devant toute tumeur stromale, la réalisation d'une étude de biologie

moléculaire par PCR serait intéressante et pourrait contribuer d'une part au diagnostic et
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d'autre part à la recherche d'un terrain prédisposant au développement de ces tumeurs au

cours d'une pathologie familiale. En effet, dans les cellules de ces tumeurs, des mutations du

gène c-kit ont été identifiées; ces mutations contribueraient à l'apparition mais également au

développement des tumeurs stromales (57). Une même mutation étant retrouvée dans des

tumeurs multiples et successives chez un même patient pourrait également être, par sa

recherche, un outil de surveillance de l'évolutivité d'une tumeur (récidives, résidu tumoral)

(57).

Les tumeurs stromales, tumeurs c-kit positives, semblent donc bien se développer à partir

d'une cellule mésenchymateuse se différenciant ensuite vers un phénotype d'ICC ou de cellule

musculaire plus ou moins mature. Un passage par un stade pré-néoplasique, sur le modèle des

polypes coliques, est à envisager. La biologie moléculaire semble être l'outil indispensable

permettant de poser un diagnostic formel de tumeurs stromales en recherchant les mutations du

gène c-kit.
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Le diagnostic, le traitement et le pronostic des tumeurs stromales gastro-intestinales restent

complexes tant pour les pathologistes que pour les cliniciens. Les nombreuses études réalisées,

jusqu'à ce jour, démontrent une grande diversité d'évolution, des aspects morphologiques et

de la différenciation de ces tumeurs.

Le but de notre travail était de tenter de trouver un marqueur spécifique de ces tumeurs afin de

pouvoir intégrer ces lésions dans une entité unique permettant de les distinguer des

léiomyomes, des léiomyosarcomes et des schwannomes. La découverte du récepteur c-kit dans

les cellules de ces tumeurs semble pouvoir servir à la définition de ces lésions.

Après avoir testé l'anticorps anti c-kit sur des tissus normaux et pathologiques à l'aide de

différentes méthodes, une étude immunohistochimique a été réalisée sur notre série de 62

tumeurs. L'anticorps anti c-kit nous a permis de mettre en évidence deux groupes tumoraux

distincts: 12 tumeurs ne l'exprimant pas, correspondant très probablement à des léiomyomes,

des léiomyosarcomes, des schwannomes et des tumeurs de phénotype «mésenchymateux»

comme l'ont prouvé les études avec les huit autres anticorps et 50 tumeurs exprimant cet

anticorps. Ces dernières étaient marquées, par ailleurs, de façon variable par des anticorps

dirigés contre les cellules musculaires ou nerveuses. Ces expressions pouvaient partiellement

s'expliquer par le fait que les tumeurs stromales dériveraient d'un précurseur commun aux

cellules interstitielles de Cajal et aux cellules musculaires. Nos résultats rejoignent la plupart

des études publiées récemment dans la littérature.

La mise en évidence de caractéristiques immunohistochimiques et ultrastructurales communes

aux cellules des tumeurs stromales, aux ICC et aux cellules musculaires lisses serait en faveur

d'une origine commune de ces cellules. L'étude ultrastructurale réalisée dans notre série

essentiellement pour la recherche de différenciation musculaire et nerveuse devrait, lors de

futures études prospectives, s'orienter vers la recherche de certaines caractéristiques des

cellules interstitielles de Cajal dans les tumeurs stromales. Il serait également intéressant de

rechercher certaines mutations du gène c-kit et de les corréler à l'évolution anatomo-clinique

des malades.

Enfin, les tumeurs stromales gastro-intestinales peuvent être définies comme des tumeurs c-kit

positives pouvant subir des différenciations partielles proches des cellules interstitielles de Cajal

ou des cellules musculaires lisses et beaucoup plus rarement des cellules nerveuses. Cette
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définition bien que pouvant prêter à discussion a le mérite d'intégrer les tumeurs stromales

dans une entité unique définie par un marqueur précis.

Cependant, le changement de dénomination de ces tumeurs par les acronymes GIPACT

(GastroIntestinal Pacemaker Cells Tumor) ou ICCT (Tumors of Interstitial Cells of Cajal)

semble prématuré. Il serait plus utile de maintenir, pour le moment, le terme de «tumeur

stromale».
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Annexes

n Diluant des anticorps

(solution de 300 mL)

0,30 g d'azide de sodium

0,18 g de N-éthyl-maleimide

60 mL de glycérol (MERCK)

9,9 mL sérum albumine bovine à 30 % non cristallisée (PAA)

Ajouter du tampon PBS afin d'obtenir une solution de 300 mL.

o Hématoxyline

Hématoxyline (SPECI) diluée au 1/3 dans de la solution diluante :

Solution diluante :

• Eau distillée 1000 mL

• Alun potassique (PROLABO) 100 g

- 164 -

o Milieu de montage contenant de l'alcool polyvinylique

• Alcool polyvinylique (SIGMA) 12 g

• Tris-HCI1M pH 8 (fourni par

le laboratoire du Pr Nabet) 5 mL

• Eau distillée 95 mL

~ Chauffer un peu sur agitateur (température inférieure à 60°C). Ajuster le pH à 8,5.

~ Laisser reposer la nuit à +4"C.

~ Le lendemain, le placer dans un bain marie à 60°C pendant 45 minutes.

~ Ajouter 23 mL de glycérollorsque la température atteint 50°C. Vérifier le pH qui doit être

aux environs de 8,7.

~ Aliquoter et stocker à -20°C.

o MR 50X Peroxydase

• Brij 35 (CALCOBIOCHEM)

• Saponine (FLUKA)

• Tween 20 (SIGMA)

• Eau stérile

2,9 mL

0,1 g

0,5 mL

6,6 mL



Annexes

o Paraformaldéhyde à 4 % (rn/v)

PBS IX (fourni par la laboratoire Pr Nabet)

• 10X PBS 50 mL

• Eau distillée 450 mL

Sur agitateur pendant plusieurs heures et en chauffant à 60° C, dissoudre 20 g de

paraformaldéhyde dans 500 mL de PBS 1 X.

Ajuster le pH entre 7 et 8.

- 165 -

o Alcool polyvinylique pour inclusion:

• Polyvinyl Alcohol hydrolysé à 80%

(Mw: 9000-10000) (ALDRICH) 20 g

• Eau distillée 100 mL

Diluer le PVA en agitation continue et à chaud (30° C) jusqu 'à dissolution complète.

Centrifugation du mélange pendant 30 min à 7000 tours/mn puis récupération du surnageant.

o Tampon Citrate pH : 6,0

• 36 mL d'acide citrique à 21,01 g/L

• 164 mL de citrate de sodium à 29,41 g/L

• Eal;l distillée QSP 2 L.

o Tampon Cacodylate 0,1 M

• Dissoudre 21,405 g de cacodylate de sodium dans un litre d'eau distillée

• Ajuster le pH à 7,2 avec de l'acide chlorhydrique pur (36 N)

o Tampon PBS-Tween

• Tampon phosphate 100 mM pH 7,4.

• NaCI (PRüLABO) : 150 mM

• Tween 20 (SIGMA) : 0,1% (v/v).
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o Tampon TRIS IMIDAZOLE

(TRIS Hel 0,2 M pH 8,8 - IMIDAZOLE 1OmM)

• 20 mL de TRIS HCI1M pH 7,6 (fourni par le laboratoire du Professeur NABET)

• 80 mL d'H20 stérile

• 0,068 g d'imidazole (BOERhINGER).

• Ajustement au pH 8,8

- 166 -

o Tris Hel O,lM pH 8,2

• Tri-HCI 1 M pH 8 (fourni

par le laboratoire du Pr Nabet)

• Eau stérile

• Vérifier le pH à 8,2

100 mL

1000 mL

o Tyramide-Biotine

~ Tarn pon borate 50mM, pH 8 :

Acide Borique: 154 mg dans 50 mL d'H20 stérile.

~ NHS-LC Biotine 8,8 M (PIERCE):

20 mg dans 500 ul. de Diméthylformamide .

'L Tyramide HCL 7,4 mM (SIGMA) :

6,4 mg dans 5 mL de tampon Borate.

• Additionner 5 mL de solution biotine et 5 mL de solution tyramine.

• Mélanger avec l'agitateur sur la nuit, à l'abri de la lumière.

• Conserver à 20°C.
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RÉsuMÉ DE LA THÈSE

Les tumeurs stromales constituent le groupe le plus important des tumeurs gastro-intestinales non

épithéliales . Elles possèdent une considérable hétérogénéité phénotypique et leur histogenèse reste

incertaine. Récemment. le récepteur c-ktt, mis en évidence dans les cellules de ces tumeurs. a été considéré

comme un marqueur spécifique de ces lésions. Dans notre étude anatomo-clinique rétrospective. nous avons

recherché l'existence d'un immunomarquage des cellules tumorales de nos 62 tumeurs gastro-intestinales par

un anticorps anti c-kit. En préambule à cette étude. nous avons recherché. dans divers tissus normaux et

tumoraux. le récepteur c-kit avec les méthodes immunohistochimiques les plus sensibles et les plus

spécifiques . Ces études ont été réalisées sur des tissus témoins fixés dans du formol ou sur coupes seml­

fines pour des tissus inclus en plastique hydrosoluble ou dans l'alcool polyvinylique. Différentes méthodes

d'inversion de la fixation ont été pratiquées. La mise en évidence de l'antigène a fait appel à des montages

en trois couches utilisant la streptavidine-biotine et à des méthodes d'amplification par la tyramine

biotinylée ou par le système Envision- . Avec ces techniques. nous avons pu détecter par immunomarquage le

récepteur c -kit dans différents tissus normaux et tumoraux et en particulier dans les cellules des tumeurs

stromales. La découverte de ce récepteur dans certaines des tumeurs de notre série nous a permis de

distinguer deux groupes. Douze tumeurs qui n'étaient pas marquées par l'anticorps anti c-kit. Nous avons

ainsi découverts cinq léiomyomes, un léiomyosarcome, deux schwannomes et quatre tumeurs de phénotype

<<mésenchymat eux» . Le deuxième groupe comportait cinquante tumeurs marquées par l'anticorps anti c-kit

associé parfois à un marquage par les anticorps anti CD34. anti actine musculaire lisse, anti desmine et anti

PS100. Ces cellules possédaient en microscopie électronique quelques organites des myocytes lisses. Au w de

ces différéntes constations. le marquage par l'anticorps anti c-kit semble un excellent signe pour le

diagnostic des tumeurs stromales . Par ailleurs, son existence dans les cellules de ces tumeurs relancent la

discussion de leur origine histogénétique. En proposant comme cellule précurseur une cellule mésenchymateuse

indifférenciée pouvant dOMer naissance aux cellules interstitielles de Cajal ou aux myocytes lisses, une

théorie histogénétique uniciste permet de regrouper toutes ces tumeurs. Dans cette perspective, la biologie

moléculaire. en mettant en évidence les mutations du gène a-kit, pourrait être un élément essentiel pour le

diagnostic des tumeurs stromales .
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